Zahnflächenspezifische Arealbeimpfung handelsüblicher Chair-side-Tests zum Nachweis von Mutans-Streptokokken und Laktobazillen by Richter, Anke
  
Zahnflächenspezifische Arealbeimpfung 
handelsüblicher Chair-side-Tests zum Nachweis von 
Mutans-Streptokokken und Laktobazillen 
 
 
 
Dissertation 
zur Erlangung des akademischen Grades  
doctor medicinae dentariae (Dr. med. dent.) 
 
 
vorgelegt dem Rat der Medizinischen Fakultät 
der Friedrich-Schiller-Universität Jena 
 
 
 
von 
Anke Richter 
geboren am 02. Dezember 1975 in Berlin 
 
 
 
 
 
 
10. Mai 2004
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Erster Gutachter:   Prof. Dr. S. Kneist, Jena 
Zweiter Gutachter:  Prof. Dr. W. Pfister, Jena 
Dritter Gutachter:    PD. Dr. K. Vogt, Berlin 
Tag der öffentlichen Verteidigung:                 04. Januar 2005 
ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS  3 
 
Abkürzungsverzeichnis 
CFU koloniebildende Einheit (colony-forming 
  unit) 
CRT® bacteria Kariesrisikotest (Caries risk test) 
CRT® bacteria LB CRT® Laktobazillen-Seite 
CRT® bacteria SM CRT® Mutans-Streptokokken-Seite 
dmf(t)-Wert kariöse, fehlende, gefüllte Zähne (decayed/  
 missing/ filled teeth) (Milchgebiss) 
DMF(T)-Wert kariöse, fehlende, gefüllte Zähne (decayed/ 
 missing/ filled teeth) (permanentes Gebiss) 
I.E. internationale Einheit 
is/ IS Initialläsion (initial surface) Milch (is) - und  
  bleibendes Gebiss (IS) 
Kkl Keimzahlklasse 
LB Laktobazillen 
MS Mutans-Streptokokken 
MSB-Agar Mitis-salivarius-Agar mit Bacitracin 
MS41B-Agar MSB-Agar mit 41 % Saccharose 
ns nicht signifikant 
PBI Papillen-Blutungs-Index 
QHI Quigley-Hein-Index 
SD Standardabweichung 
SM S. mutans 
t/T Milchzähne (t)/ bleibende Zähne (T) 
WHO Weltgesundheitsorganisation (World Health 
  Organization) 
x  Mittelwert 
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1 Zusammenfassung 
Die Bedeutung der Mutans-Streptokokken (MS) und Laktobazillen (LB) für die 
Entstehung einer Karies ist heute unumstritten. Der Nachweis dieser Keimgruppen im 
Speichel und in der Plaque steht seither im Interesse der präventionsorientierten Praxis 
und Forschung. Für den Zahnarzt stehen unter anderem die Kultursysteme Dentocult® 
SM und LB (Orion Diagnostica, Espoo Finnland) und CRT® bacteria (Ivoclar Vivadent 
GmbH, Schaan, Liechtenstein) als „Chair-side-Test“ zur Untersuchung kariogener 
Keime zur Verfügung. Die mikrobiologische Untersuchung einzelner Zahnflächen mit 
diesen Kultursystemen erfolgte bislang nur für Mutans-Streptokokken auf 
Dentocult® SM in situ. Laktobazillen wurden fast ausschließlich im Speichel untersucht. 
Da sie jedoch auch in Zusammenhang mit der Auslösung der Fissurenkaries stehen 
könnten, wurde ihr mikrobiologischer Nachweis in die Studie miteinbezogen. 
Ziel der vorliegenden Studie war die Erprobung eines Plaqueentnahmeverfahrens, dass 
das flächenspezifische mikrobiologische Monitoring von Zahnflächen, insbesondere 
Okklusalflächen, auf semiquantitativen Kultursystemen erlaubt. 
In vitro wurde eine Arealbeimpfung der Kultursysteme Dentocult® und CRT® bacteria 
mittels Pinselstrich bzw. Holz- oder Plastikspatelabdruck und verschiedener 
Keimsuspensionen von Referenzstämmen vorgenommen. Als Impfkultur dienten 
Verdünnungsstufen 24- (MS) und 48-stündiger (LB) Keimsuspensionen bis 10-6 der 
Stämme S. mutans NCTC 10449, S. sobrinus OMZ 65 und OMZ 176, L. plantarum 
IMET 10691, L. casei IMET 10692 und L. paracasei E50/242. Verimpft wurde jede 
Verdünnungsstufe jeweils mit einem Pinsel (Einwegpinsel, Ivoclar Vivadent GmbH, 
Schaan, Liechtenstein) auf den unterteilten Arealen des Dentocult® SM Strip mutans 
und analog dazu strichförmig auf den Agaroberflächen des Dentocult® LB und des 
CRT® bacteria. Zusätzlich wurde jede Verdünnungsstufe als Abdruck mit einem 
Einmal-Holzmundspatel (Dahlhausen, Köln) auf dem CRT® bacteria und dem 
Dentocult® LB sowie mit einem Plastikspatel (Dentocult® SM Strip mutans) auf 
Dentocult® LB verimpft bzw. „gestempelt“. Die den kommerziellen Kultursystemen 
adäquaten Kulturmedien – Mitis-salivarius-Agar mit 41 % Saccharose und Bacitracin 
(MS41B) (Mast), Mitis-salivarius-Agar mit Bacitracin (Difco) und Rogosa-Agar der 
Firmen Mast und Difco - wurden parallel mit den verwendeten Keimsuspensionen auf 
konventionelle Art inokuliert. Alle Untersuchungen wurden dreifach ausgeführt. Nach 
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2- bzw. 4-tägiger aerober Inkubation bei 35 ± 2 °C wurden die Keimzahlklassen der 
Kultursysteme von zwei kalibrierten Untersuchern entsprechend der Koloniedichte als 
Keimzahlklassen (Kkl) SM 0 - 3 und LB 1 - 4 abgelesen. Nach 4-tägiger anaerober 
Inkubation (GasPack, BBL) wurden die koloniebildenden Einheiten (colony forming 
unit, CFU) pro ml Keimsuspension bestimmt. Den Keimzahlklassen wurde 
stammbezogen die entsprechende CFU zugeordnet, daraus der geometrische Mittelwert 
mit Standardabweichung berechnet und mit dem Wilcoxon-Test geprüft, ob sich die 
semiquantitativen Keimzahlklassen quantitativ unterscheiden. Mit der 
Kreuzklassifikation wurden die verschiedenen Impfmethoden und Kultursysteme 
verglichen. Die hohen Keimzahlklassen SM 2 und 3 bzw. LB 3 und 4 entsprachen 
Mutans-Streptokokken von 105-6 und Laktobazillen von 105-7 CFU pro Milliliter 
Keimsuspension. Mit dem Wilcoxon-Test konnten signifikante Unterschiede in den 
Streptokokken- und Laktobazillenzahlen zwischen den Risiko- (SM 2 und 3; LB 3 
und 4) und den Nichtrisikokeimzahlklassen (SM 0 und 1; LB 1 und 2) aufzeigt werden 
(p-Wert 0,0001). 
In der nachfolgenden Pilotstudie wurde das Pinselverfahren zur Plaqueentnahme auf 
den zuvor in vitro untersuchten Kultursystemen Dentocult® und CRT® bacteria klinisch 
erprobt. Mutans-Streptokokken und Laktobazillen aus Fissurenplaque der 
Okklusalflächen von 26 vollständig durchgebrochenen Sechs-Jahr-Molaren und aus 
dem paraffinstimulierten Speichel von 7 Kindern im Alter von 6 bis 7 Jahren wurden 
auf den Kultursystemen auf separaten Arealen (Plaque) und auf der gesamten 
Kulturträgerfläche (Speichel) angezüchtet. Die Befunde wurden wiederum in 
semiquantitativen Keimzahlklassen bewertet und fotografisch dokumentiert. Zusätzlich 
wurde der orale Gesundheitsstatus der Kinder (d3,4mft) registriert, Initialläsionen 
wurden dokumentiert und der Mundhygienestatus wurde mit dem Quigley-Hein-Index 
(QHI) und dem Papillen-Blutungs-Index (PBI) erhoben. Beide Kultursysteme - 
Dentocult® und CRT® bacteria - eigneten sich für den Nachweis von Mutans-
Streptokokken und Laktobazillen aus Okklusalflächen der ersten Molaren. Die „Chair-
side-Methode” erwies sich als wenig zeitaufwendig und kostengünstiger im Vergleich 
zum konventionellen mikrobiologischen Vorgehen und kann für die Untersuchung von 
Plaque und Speichel einer großen Anzahl von Patienten, beispielsweise zum Monitoring 
präventiver Maßnahmen, empfohlen werden.  
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2 Einleitung 
2.1 Zur Ätiologie der Karies 
Karies ist eine Erkrankung multifaktorieller Genese. Ihr Entstehen ist an das 
Zusammenwirken der Faktoren Wirt, Mikroorganismen, Substrat und Zeit gebunden. 
Fehlt nur ein Glied dieser Faktorenkette, ist das Entstehen einer Karies praktisch nicht 
möglich.  
Um die Bedeutung des Zuckers in unserer Ernährung im Zusammenhang mit der 
Kariesätiologie zu demonstrieren, stellte Keyes (1962) als erster ein graphisches Modell 
zum Entstehen der Karies vor. König brachte 1971 die Zeit als 4. Komponente mit ein. 
 
Abb. 1: Multifaktorielle Ätiopathogenese der Karies (Keyes 1962, König 1971) 
 
2.2 Biologische Variablen in der Mundhöhle 
Die Anfälligkeit der Zahnhartsubstanz gegenüber bakteriellen Stoffwechselprodukten - 
insbesondere gegenüber Säuren - wird durch viele Faktoren positiv wie auch negativ 
beeinflusst.  
Die Mundhöhle bietet mit ihrer relativ konstanten Temperatur (35-36 °C) und 
verschiedenen ökologischen Nischen einer großen Gruppe von Mikroorganismen 
optimale Bedingungen für Wachstum und Stoffwechsel. Lebensräume werden dabei 
durch die unterschiedlichen Schleimhautoberflächen an Gaumen, Zunge, Lippen und 
Wangen sowie den verschiedenen Oberflächen der Zähne für eine Vielzahl 
verschiedener Spezies bereitgestellt. 
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Innerhalb von 4 bis 12 Stunden nach der Geburt wird die Mundhöhle von 
Streptokokken (S. salivarius) (Krasse 1988) und wenig später von Laktobazillen 
besiedelt. Nach Carlsson et al. (1975) ist die Besiedlung mit Laktobazillen 
(L. acidophilus und L. jensenii) bei Kindern bis zum zweiten Lebensjahr als transiente 
mütterliche Flora nach der Geburt anzusehen. Nach vorangegangener 
Streptokokkenübertragung siedelt sich hauptsächlich L. casei an (Carlsson et al. 1975).  
Mit dem Durchbruch der Zähne, den ersten Retentionsstellen, ändert sich die 
mikrobielle Zusammensetzung der Mundhöhle. Aktinomyzeten, S. sanguis, anaerobe 
Spirochäten, Vibrionen und Fusobakterien können nun die Zahnflächen kolonisieren 
und besonders S. mutans findet dort eine ökologische Nische. Gibbons (1984) führte die 
Reihenfolge der Besiedlung der Zahnflächen auf die unterschiedliche 
Adhäsionsfähigkeit der Keime zurück.  
Caufield et al. (1993) bestimmten im Median den 26. Lebensmonat (19. bis 
31. Lebensmonat) als „window of infectivity“ (Infektionsfenster) für die Transmission 
von Mutans-Streptokokken. Arbeiten aus dem Schrifttum zeigen die Zunahme positiver 
Mutans-Streptokokken-Nachweise mit dem Alter der Kinder und dem Durchbruch der 
unterschiedlichen Zahngruppen. Im Mittel lag nach Durchbruch der Schneidezähne bei 
20 % der Kinder im 11. Lebensmonat eine Mutans-Streptokokken-Infektion vor, die 
nach Durchbruch der Eckzähne und der ersten Molaren bis zum 23. Lebensmonat auf 
30 % anstieg. Im 35. Lebensmonat nach Durchbruch der zweiten Molaren waren 45 % 
der Kinder infiziert; dieser Anteil veränderte sich auch nach Erreichen der 
Okklusionsebene im 48. Lebensmonat nicht (Berkowitz et al. 1975, Carlsson et al. 
1975, Catalonotto et al. 1975, Stiles et al. 1976, Edwardsson und Mejare 1978, Masuda 
et al. 1979, Berkowitz et al. 1980, Alaluusua und Renkonen 1983, Fujiwara et al. 1991, 
Caufield et al. 1993, Roeters et al. 1995b). Erfurter Kinder mit im Mittel 19 Zähnen 
waren zu 37 % infiziert (Borutta et al. 2002). Bei noch zahnlosen Kleinkindern konnte 
hingegen kein Nachweis von Mutans-Streptokokken geführt werden (Berkowitz et al. 
1975, Carlsson et al. 1975, Catalonotto et al. 1975, Stiles et al. 1976, Berkowitz et al. 
1980, Fujiwara et al. 1991). 
Duchin und Van Houte (1978) und Köhler und Bratthall (1978) maßen hohen Mutans-
Streptokokken-Keimzahlen im Speichel von Müttern große Bedeutung für die 
Übertragung der Keime in die Mundhöhle der Kinder zu. Später konnten Berkowitz 
2  EINLEITUNG  10 
 
et al. (1981) bestätigen, dass die Mutans-Streptokokken-Infektion von der Höhe der 
kariogenen Speichelkeimzahl der Mutter abhängt. Kinder mit mehr als 
6 Schneidezähnen waren häufiger infiziert, wenn der Speichel der Mütter ca. 
105 Mutans-Streptokokken pro Milliliter enthielt. Die kariogene Bedeutung hoher 
Speichelkeimzahlen bei den Müttern wurde auch von Köhler et al. (1984) betont. Sie 
empfahlen den Nachweis und die Beobachtung kariogener Keime bei Müttern als 
primäre kariespräventive Maßnahme für ihre Kinder. 
Der pathogenen Aktivität der Mutans-Streptokokken und der Kolonisation der 
Zahnflächen wirken immunologische Schutzmechanismen entgegen; das 
Zahnhartgewebe selbst ist immunologisch inaktiv (Smith und Taubmann 1991). Die 
Immunmechanismen schließen neben den spezifischen Immunfaktoren des Speichels 
(sekretorisches IgA) oder des Serums (IgG) auch unspezifische antimikrobielle Systeme 
des Speichels sowie phagozytierende Zellen der Sulkusflüssigkeit ein. Sekretorisches 
IgA verhindert die Adhärenz und/oder die Agglutination der Mikroorganismen und 
neutralisiert die bakteriellen Enzyme (McGhee und Kiyono 1993). Weiterhin aktiviert 
es antibakterielle Faktoren wie das Laktoferrin, die Laktoperoxidase und das Lysozym 
(Kilian und Russell 1994).  
Die Beziehung zwischen humoralen Schutzmechanismen und dem Kariesbefall wird in 
der Literatur unterschiedlich dargestellt; so konnten Michalek und Childers (1990) den 
sIgA-Antikörpern in vivo nur eine geringe kariesprotektive Wirkung nachweisen. 
Brandtzaeg (1983) berichtete, dass die Höhe des sIgA nicht mit der Kariesprävalenz 
korreliert; demgegenüber konnten Huis in`t Veld et al. (1979) und Challacombe (1980) 
eine positive Beziehung zwischen sIgA und unversorgten kariösen Läsionen aufzeigen.  
Billep (2000) untersuchte die gegen S. mutans gerichtete Antikörperhöhe im Speichel 
mittels ELISA-Technik bei 115 Patienten im Alter von 17 bis 89 Jahren. Die Autorin 
konnte signifikant steigende IgA- und IgM-Antikörper bei fallenden DMFT-Werten und 
signifikant steigende IgG-Antikörper bei zunehmenden DMFT-Werten bzw. der 
steigenden Zahl der D-Komponente aufzeigen. 
Bei gesunder Gingiva ist IgG allerdings nur in geringen Konzentrationen in der 
Sulkusflüssigkeit vorhanden (Scully 1980, Scully et al. 1980, Cimasoni 1983). Eine 
besonders protektive Bedeutung hat das IgG in der Zeit des Zahndurchbruches und 
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während der ersten Stadien der Kolonisierung der Zahnflächen durch Mutans-
Streptokokken (Tenovuo und Aaltonen 1991). IgG kann das Komplementsystem 
aktivieren und fördert als Opsonin die Phagozytose der Mutans-Streptokokken durch 
neutrophile Granulozyten. Kneist et al. (1999b) untersuchten mit dem 
S.-mutans-ELISA-Test den Speichel von 105 kariesfreien Kindern im Alter zwischen 
3 und 9 Jahren hinsichtlich der Höhe von IgA-, IgG- und IgM-spezifischen Antikörpern 
gegen S. mutans; begleitend wurde die Höhe der Mutans-Streptokokken im Speichel der 
Kinder bestimmt. Die S.-mutans-spezifischen Antikörper IgA, IgG und IgM stiegen mit 
dem Alter der Kinder signifikant an. Weiterhin konnte ein signifikanter Unterschied bei 
Kindern mit geringen und hohen Mutans-Keimzahlen und S.-mutans-spezifischem IgA 
und IgM im Speichel nachgewiesen werden (Kneist et al. 1999b).  
Michalek et al. (1987) registrierten bei Versuchstieren einen geringeren Kariesbefall, 
wenn die Tiere Muttermilch mit S.-mutans-spezifischen IgA-Antikörpern als Diät 
verabreicht bekamen. Die Arbeitsgruppe um Tenovuo (Aaltonen et al. 1988, Aaltonen 
1991, Aaltonen und Tenovuo 1994) und Anderson (2002) hoben in diesem 
Zusammenhang die Bedeutung der Mütter für die Modulation des Immunsystems von 
Kleinkindern hervor. Mütter übertragen vor dem Zahndurchbruch ihre Antikörper, die 
sich protektiv auf die spätere Transmission der Mutans-Streptokokken nach dem 
Zahndurchbruch auswirken. Tenovuo empfiehlt den Müttern, ihre Kinder durch Stillen 
mit Muttermilch und später - während des Zahndurchbruches - durch Reduktion ihrer 
eigenen Speichelkeimzahlen an Mutans-Streptokokken auf weniger als 105 CFU pro ml 
zu schützen (Tenovuo et al. 1992).  
Die Durchbruchszeit und der Mineralisationsgrad (posteruptive Schmelzreifung, 
Bildung von Fluorapatit) eines Zahnes sind für seine spätere Resistenz gegen äußere 
Einflüsse mitbestimmend. Nach Kneist et al. (1998a) besteht die höchste 
Kariesanfälligkeit nach dem Zahndurchbruch bis zum Erreichen der Okklusionsebene.  
Die Morphologie der Zähne beeinflusst ihre bakterielle Besiedlung entscheidend. Die 
Krone eines Zahnes besitzt, mit Ausnahme der Frontzähne, fünf Flächen mit 
unterschiedlichen Eigenschaften. Die Glattflächen zur Wange bzw. zum Gaumen und 
zur Zunge neigen am stärksten zur Plaqueretention, sind aber kaum kariesanfällig. Die 
mesialen und distalen Approximalflächen, die ebenfalls zur Plaqueretention neigen, sind 
dagegen die am meisten kariesgefährdeten Zahnflächen (Loesche 1986).  
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Die Okklusalflächen der Molaren und Prämolaren mit ihren mehr oder weniger tiefen 
Fissuren und Grübchen sind besondere Prädelektionsstellen für die Besiedlung mit 
kariogenen Mikroorganismen. Sie neigen am häufigsten zur Ausbildung kariöser 
Läsionen (Loesche 1986, Steiner et al. 1994).  
Nach Analysen von Lussi und Schaffner (2002, 2003) waren Fissuren mehrheitlich 
aufgrund ihrer Morphologie einer Zahnreinigung nicht zugänglich. Die Autoren hatten 
120 Zahnschliffe untersucht; nur 20 % der untersuchten Zähne zeigten ausladende 
Fissuren, hingegen wiesen 30 % sehr enge, schwer zu reinigende Fissurenformen auf 
(Abb. 2). 
 
Abb. 2: Histologischer Schliff durch eine enge Molarenfissur (Lussi und Schaffner 2002) 
 
Zähne bestehen aus einem Kalziumphosphat-Kristallgefüge (Schmelz), in dem sich das 
lebende Gewebe des Zahns (Dentin und Pulpa) befindet. Für die Kariesätiologie ist die 
Zusammensetzung von Dentin und Schmelz entscheidend. Störungen der Mineralisation 
und bestimmte Anomalien der Zahnhartsubstanz sowie weitere lokale Faktoren 
begünstigen die Entstehung kariöser Läsionen (Seow 1991). Speichel spielt hier als 
Kofaktor eine besondere Rolle.  
 
2.2.1 Speichel 
Speichel, mit seiner weitesten räumlichen Verbreitung in der Mundhöhle, besteht zu 
94 % aus Wasser und ist die Quelle mikrobieller Nährstoffe. Viele Faktoren, wie seine 
mechanische Reinigungsfunktion, seine Pufferkapazität (Bikarbonatsystem, 
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Phosphatpuffer etc.), viele antibakterielle Faktoren (Lysozym-Aktivität, Peroxidase-
System, Laktoferrin-, Komplement- und Leukozytenkonzentration, Immunglobuline), 
organische und anorganische Bestandteile sowie seine Fließrate spielen eine Rolle für 
die Erhaltung der oralen Gesundheit (Edgar et al. 1994).  
Der pH-Wert des Speichels variiert mit der Sekretionsrate und der Aufnahme 
zuckerhaltiger Nahrung. Im Ruhespeichel beträgt der pH-Wert durchschnittlich 6,7 bei 
einer Fließrate von ca. 19 ml in der Stunde (Marsh und Martin 2003).  
Die Sekretionsrate wird von (1) der Art, Dauer und Intensität der Stimulation, (2) der 
Tageszeit, (3) der Nahrung, (4) dem Alter, (5) dem Geschlecht, (6) verschiedenen 
Krankheiten und (7) vielen Arzneimitteln beeinflusst (Mandel 1974). Der 
Normalbereich der Sekretionsrate liegt nach Stößer (1998) im Ruhespeichel bei 
0,25 - 0,35 ml pro Minute und sollte im stimulierten Speichel auf 1,0 - 3,0 ml pro 
Minute ansteigen. Die täglich produzierte Gesamtmenge des Speichels beträgt 
ca. 700 - 800 ml. Die Bedeutung der Sekretionsrate des Speichels wird meist erst 
deutlich, wenn kaum noch Speichel fließt, wie beispielsweise bei radiologisch oder 
pharmakologisch bedingter Xerostomie, dem Sjögren-Syndrom sowie der beim 
Nursing-Bottle-Syndrom auftretenden Speichelmangelsituation an den oberen 
Frontzähnen. Häufig ist ein steiler Anstieg der Kariesaktivität die Folge (Newbrun 
1996, Stößer et al. 1998). 
Newbrun (1983) sieht in der Pufferkapazität des Speichels einen wichtigen Faktor für 
die Kariesentstehung. Die Pufferkapazität wird hauptsächlich vom Bikarbonat 
bestimmt. Der Bikarbonatpuffer wird von der Glandula parotis und der Glandula 
submandibularis sezerniert. Bei steigender Speichelsekretion ist der Bikarbonatgehalt 
erhöht und der Speichel-pH-Wert steigt an. Da das Bikarbonat auch durch die Plaque 
diffundiert, können die dort gebildeten organischen Säuren ebenso neutralisiert werden. 
Messungen der Pufferkapazität und der Speichelsekretionsrate können deshalb nach 
Laurisch und Schneider (1998) eine Kariesrisikoprognose ergänzen. 
 
2.2.2 Plaque 
Der amerikanische Zahnarzt G. V. Black (1836-1915), der als einer der Begründer der 
wissenschaftlichen Zahnheilkunde angesehen wird, beschrieb gelatineartige mikrobielle 
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Zahnbeläge als Ursache der Karies und führte den Terminus Plaque in die 
Zahnheilkunde ein (Black 1886, Black 1914). Heute wird Plaque als ein gewachsener, 
fest haftender und histologisch strukturierter Belag von lebenden und toten 
Mikroorganismen in einer polysaccharid-glycoproteinreichen Matrix definiert, die das 
Produkt mikrobieller Stoffwechselaktivität und Vermehrung darstellt und 
wasserstrahlfest ist (Riethe 1994, Hoffmann-Axthelm 2000). Ohne Selbstreinigung des 
Gebisses durch Kauen und ohne regelmäßige hygienische Maßnahmen - wie das 
mechanische Entfernen der Mikroorganismen - setzt eine rasche Vermehrung der 
Bakterien ein. Die Zahnoberflächen werden mit einem weichen Aggregat, der 
Zahnplaque, bedeckt.  
Plaque modifiziert sich mit der zeitlichen Länge der Bakterieninvasion und der Dicke 
der Plaque in mehreren Stufen. Klinisch imponiert sie durch einen meist hell- bis 
dunkelgelben Belag, der in dünner Schicht nur schwer erkennbar ist. Durch die 
besondere Anatomie der Zähne etabliert sich die supragingivale und - durch den 
Zahnfleischrand bedingt - die subgingivale Plaque, zwei verschiedene mikrobielle 
Ökosysteme (Loesche 1986).  
Die Plaquebildung setzt zunächst die Bildung eines exogenen Schmelzoberhäutchens 
(acquired pellicle) voraus (Scannapieco 1994). Dieses ca. 0,1 - 1µm dicke 
Schmelzoberhäutchen bildet sich unmittelbar (10 Sekunden) nach gründlicher 
Zahnreinigung auf den Zahnoberflächen aus. Es besteht aus Speichelglycoproteinen, 
Phosphoproteinen und Lipiden (Buddecke 1981), enthält Komponenten aus der 
Sulkusflüssigkeit (Cimasoni 1985) und bakterielle Bestandteile wie die 
Glycosyltransferasen (GTF) (Schilling und Bowen 1992, Vacca-Smith et al. 1996). 
Diese Moleküle können aufgrund ihrer Eigenladungen an die Kalzium- und 
Phosphatgruppen des Apatits der Zahnhartsubstanzen elektrostatisch binden. Mutans-
Streptokokken produzieren mit Hilfe extrazellulärer Glycosyltransferasen in 
Anwesenheit von Saccharose wasserunlösliche, extrazelluläre Polysaccharide vom 
Glukantyp. Die Saccharose wird hydrolysiert und das Hydrolyseprodukt Glukose zu 
polymeren Homoglukanen aufgebaut. Das Homoglukan setzt sich aus 
α-1,6-gebundenen Glukosemolekülen mit unterschiedlich α-1,3- oder α-1,2-
glykosidisch verknüpften Seitenketten zusammen (Buddecke 1981, de Soet et al. 1992).  
Neben der Modulation der oralen Flora (Tabak et al. 1982) hat die Pellikel auch die 
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Funktion eines Gleitmittels (Meckel 1965). So wird der Zahnschmelz vor Säureattacken 
geschützt (Gibbons und Hay 1988), und dies wiederum ermöglicht ein besseres 
Kristallwachstum an den Schmelzoberflächen (Moreno et al. 1979); für die 
Remineralisation des Zahnschmelzes ist dies von Bedeutung.  
Innerhalb weniger Stunden lagern sich dann erste Mikroorganismen an das 
Schmelzoberhäutchen an. Ihre Adhärenz ist selektiv; bakterielle Oberflächenadhäsine 
sind involviert, die physiko-chemische Wechselwirkungen mit den Proteinen des 
Schmelzoberhäutchens eingehen (Gibbons und Hay 1988, Bowen et al. 1991). In 
humanen In-vivo-Studien konnte erkannt werden, dass die Streptokokkenarten 
S. sanguis, S. oralis und S. mitis zu den Erstbesiedlern der Zahnflächen zählen (Nyvad 
und Kilian 1987, Macpherson et al. 1991). Letztere repräsentieren etwa 96 % der 
Streptokokken und etwa 56 % der initialen mikrobiellen Flora (Nyvad und Fejerskov 
1996). Zu den Erstbesiedlern zählen auch Aktinomyzeten und Gramnegative (Nyvad 
und Fejerskov 1996). Während der Plaquereifung entwickelt sich eine Dynamik 
zugunsten der Aktinomyzeten. Streptokokken sind nur noch mit geringerer Prävalenz 
vorhanden.  
Die Arbeitsgruppe um Löe befasste sich mit der Entwicklung der Gingivitis und der 
sich damit verändernden Zusammensetzung der subgingivalen Plaque (Löe et al. 1965). 
Zunächst registrierten die Autoren einen relativ stabilen Kokkenrasen. Nach 2 bis 3 
Tagen etablierten sich Stäbchenbakterien und Filamente, und nach 7 Tagen gewann die 
Plaque mehr und mehr einen anaeroben Charakter mit Spirillen und Spirochäten (Löe et 
al. 1965).  
Ausgereifte Plaque besteht zu 60 – 70 Volumenprozent aus dicht gepackten Bakterien, 
die in die Plaquematrix eingebettet sind. Je mehr kariogene Bakterien in der Plaque 
etabliert sind, desto länger anhaltend ist der durch Säurebildung aus den 
Kohlenhydraten der Nahrung entstehende pH-Abfall. Die Säureproduktion in der Plaque 
wird zusätzlich durch die Ernährungsgewohnheiten des Wirtes beeinflusst; Frequenz, 
Menge und Dauer des Zuckerkonsums tragen entscheidend zur Kariesauslösung bei 
(Gizani et al. 1999).  
Gustafsson et al. (1954) erkannten in ihrer Vipeholm Studie die Bedeutung des 
frequenten Zuckerkonsums. Der pH-Abfall in der Plaque kann bei häufiger Aufnahme 
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kleinerer Mengen kohlenhydrathaltiger Speisen so kurzfristig nicht neutralisiert werden 
und hat ein Andauern des sauren pH-Wertes zur Folge. Den generellen pH-Abfall in der 
Plaque nach Zuckerkonsum und die nachfolgende Neutralisation der Säuren hatte 
bereits Stephan (1944) erkannt und graphisch dargestellt (Abb. 3).  
 
Abb. 3: „Stephan-Kurve“ - Änderung des pH-Wertes nach Zuckeraufnahme (Stephan 1944) 
 
Der andauernde saure pH-Wert führt einerseits zur Selektion der kariogenen 
Mikroorganismen, da diese den niedrigen pH-Wert tolerieren können, und andererseits 
zu einer Demineralisation des Apatits im Zahnschmelz. Aus einer zunächst 
unspezifischen Plaqueflora entwickelt sich entsprechend der spezifischen 
Plaquehypothese also eine spezifische kariogene Plaqueflora. In dieser Phase wird 
klinisch zunächst ein weißer opaker Schmelzfleck sichtbar, da die Demineralisation 
unter der intakten Schmelzoberfläche abläuft. Eine Remineralisation dieser initial 
kariösen Läsionen ist noch möglich. Schreitet der Prozess aber fort, so kommt es zum 
Einbruch in das Dentin und letztendlich zur Kavitation und Manifestation einer Karies. 
Kariöses Dentin ist nicht mehr remineralisierbar. Eine solche Entwicklung vollzieht sich 
nach Newbrun (1978) häufig innerhalb von 12 - 14 Monaten. 
 
2.2.3 Kariogene Mikroorganismen – Mutans-Streptokokken und Laktobazillen 
Mutans-Streptokokken, Laktobazillen und Aktinomyzeten werden heute zu 
unterschiedlichen Kariesformen in Beziehung gesetzt. Während Mutans-Streptokokken 
Bedeutung für die koronale Kariesinitiation und -progression beigemessen wird, werden 
Laktobazillen als Indikator des Zuckerkonsums angesehen. Sie sind bedeutsam für die 
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Kariesprogression und Auslösung der Sekundärkaries. Aktinomyzeten sind für die 
Auslösung der Wurzelkaries bedeutsam (Loesche 1986, Russell et al. 1991, Botha et al. 
2001).  
Clarke isolierte bereits 1924 S. mutans aus kariösen Läsionen und wählte die lateinische 
Form „mutare“ als Artbezeichnung, da er in Abhängigkeit von der Anzucht im 
Mikroskop kokkoide Stäbchenformen bis hin zu Kettenkokken beobachtete (Clarke 
1924). Die Neubeschreibung wurde lange Zeit angezweifelt und Streptococcus mutans 
ging verloren. Erst durch die gnotobiotischen Tierexperimente von Orland et al. (1954, 
1955) und die Kariesmodellexperimente an Versuchstieren von Fitzgerald und 
Keyes (1960) kam die Streptokokke wieder in die Diskussion. Als Typusstamm wurde 
S. mutans durch Sims (1961) in der Nationalen Stammsammlung Englands in London 
als NCTC 10449 hinterlegt. 
S. iniae
S. porcinus
S. agalactiae
S. dysgalactiae
S. pyogenes
S. equi
S. anis
S. uberis
S. parauberis
S. hyointestinalis
S. anginosus
S. constellatus
S. intermedius
S. pneumoniae
S. mitis
S. oralis
S. gordonii
S. sanguis
S. parasanguis
S. thermophilus
S. vestibularis
S. salivarius
S. bovis
S. alactolyticus
S. equinus
S. rattus
S. mutans
S. cricetus
S. downei
S. sobrinus
S. macacae
Pyogene 
Gruppe
Mutans 
Gruppe
Bovis
Gruppe
Salivarius 
Gruppe
Mitis
Gruppe
Constellatus
Gruppe
16S rRNA Gensequenzanalyse
 
Abb. 4: Phylogenetische Verwandtschaftsverhältnisse innerhalb der Streptokokken (Kawamura 
et al. 1995) 
 
Heute nimmt die Mutans-Gruppe unter den Streptokokken einen festen Platz ein  
(Abb. 4). S. mutans kann die Serotypen c, e und f besitzen. Der Serotyp c stellt mit 
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70-100 % den am häufigsten gefundenen Serotyp beim Menschen dar. S. sobrinus 
kommt mit den Serotypen d und g vor. Unter den Mutans-Streptokokken sind nur die 
beiden Arten S. mutans und S. sobrinus humanpathogen. S. rattus mit dem Serotyp b 
und S. ferus, S. macacae und S. downei (Serotyp h) und S. cricetus (Serotyp a) kommen 
in der Tierwelt vor (Marsh und Martin 2003).  
Mutans-Streptokokken besitzen ein weites Spektrum virulenter Eigenschaften, die die 
Kariogenität der Plaque bestimmen und sie in ihrer ökologischen Bedeutung vor andere 
orale Keime stellen (Tanzer 1989, Marsh 1994). So produzieren Mutans-Streptokokken 
wasserunlösliche Glucane aus Saccharose, die ihre irreversible Adhäsion und 
Kolonisation in der Plaque fördern (Mattos-Graner et al. 2000). Bei zunehmender 
Plaquedicke diffundiert die Saccharose in tiefere Plaqueschichten und die dortige 
Säureproduktion steigt (Freedman und Coykendall 1975, Tanzer 1989, van Houte et al. 
1989). Die bei der enzymatischen Hydrolyse der Saccharose entstehende Fruktose kann 
S. mutans - im Vergleich zu S. sobrinus - aufnehmen und produziert daraus intrazellulär 
ein Reservekohlenhydrat (Lävan). In Phasen der Nahrungskarenz, in denen das exogene 
Substrat nur in geringen Mengen oder überhaupt nicht vorliegt, ist ein Überleben und 
eine kontinuierliche Säureproduktion möglich (Spatafora et al. 1995). Diese Eigenschaft 
garantiert zugleich eine gleichbleibende Azidogenität der Keime in der Plaque und 
fördert die Demineralisation der Zahnhartgewebe in Phasen niedriger Speichelsekretion, 
zum Beispiel im Schlaf (Tanzer et al. 1976, Johnson et al. 1980). 
Mutans-Streptokokken verstoffwechseln Saccharose dabei schneller als alle anderen 
oralen Keime (Minah und Loesche 1977), und vorwiegend entsteht dabei Laktat als die 
stärkste organische Säure (Iwami und Yamada 1985). Weiterhin erlaubt ihnen ihre 
extrem hohe Säuretoleranz eine Persistenz unter kariogenen Bedingungen (Spatafora et 
al. 1995). Es ist vorstellbar, dass Mutans-Streptokokken aufgrund ihrer 
Bakteriozinogenität gegenüber oralen Streptokokken, besonders gegen S. oralis, 
S. sanguis und S. mitis, ihre eigene Etablierung in der Plaque begünstigen (Kneist et al. 
1999b, Scharff 2004). Nach Tanzer (1989) werden frühe Besiedler der Zahnflächen, wie 
S. mitis und S. sanguis, durch die Dextranaseproduktion von Mutans-Streptokokken 
wieder verdrängt. Auch Marsh (1994) schlussfolgerte, dass veränderte Bedingungen, 
beispielsweise ein niedriger pH-Wert und ein großes Angebot an fermentierbaren 
Zuckern, das Wachstum von S. sobrinus fördern, zumal eine gleichzeitige 
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Wachstumshemmung vieler anderer Bakterien durch den niedrigen pH-Wert einsetzt. 
Diese Situation wird durch die gleichzeitige Präsenz von S. mutans verstärkt, der durch 
seine Säureproduktion den pH-Wert niedrig hält und nebenbei sein eigenes Wachstum 
stimuliert (Marsh 1994). 
Über die Prävalenz der beiden Mutans-Streptokokken-Arten liegen widersprüchliche 
Angaben im Schrifttum vor. De Soet et al. (1992) zeigten in ihrer Übersichtsarbeit, dass 
S. mutans im Vergleich zu S. sobrinus in Plaque und Speichel häufiger vorkommt; in 
den von den Autoren analysierten Studien lag die Prävalenz von S. sobrinus zwischen 
0 % und 52 % (de Soet et al. 1992). Bei Erfurter Kindern und Jugendlichen konnten 
Kneist et al. (2004) eine Prävalenz von S. sobrinus bei 17 % der Studienteilnehmer 
nachweisen, und letztere wiesen einen signifikant höheren Kariesbefall auf als 
Studienteilnehmer mit positivem Nachweis von S. mutans. Dabei scheint S. mutans 
bevorzugt Fissuren und S. sobrinus approximale Zahnflächen zu kolonisieren (Huis in 't 
Veld et al. 1979, Masuda et al. 1979, Lindquist et al. 1989, Lindquist und Emilson 
1991). In klinisch-mikrobiologischen Untersuchungen konnten beide Mutans-
Streptokokken (S. sobrinus und S. mutans) aus gleichen kariösen Läsionen isoliert 
werden. Nach de Soet et al. (1990) und Holbrook et al. (1993) war S. mutans auch oft 
allein in kariösen Läsionen nachweisbar. S. sobrinus kann keine intrazellulären 
Polysaccharide bilden und wird nach Homer et al. (1993) auch durch das im Speichel 
häufig vorkommende N-Acetylglucosamin in seinem Wachstum unterdrückt. Dies 
dürfte die weltweit niedrigere Prävalenz von S. sobrinus im Vergleich zu S. mutans 
erklären (Koga et al. 1986).  
Auch bezüglich der Säureproduktion und Säuretoleranz beider Arten gibt es im 
Schrifttum widersprüchliche Aussagen. So berichteten Harper und Loesche (1983, 
1984), Denepitiya und Kleinberg (1984) und van Houte und Russo (1985) von gleich 
hoher Säureproduktion bei beiden Arten. Nach Stößer et al. (1988, 1989), de Soet und 
de Graaff (1988), de Soet et al. (1991), Satou (1992) und Köhler et al. (1995) produziert 
S. sobrinus größere Säuremengen als S. mutans in einem umgebenden Milieu mit einem 
pH-Wert zwischen pH 5,0 und 6,0. Satou konnte S. mutans bei einem pH-Wert von pH 
4,8 jedoch noch eine größere Säuretoleranz und -produktivität nachweisen (Satou 1992). 
Bei Stämmen von S. mutans aus der Mundhöhle von Kindern mit hohen 
Speichelkeimzahlen konnte bislang auch eine deutlich höhere Säuretoleranz 
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nachgewiesen werden als bei Stämmen von Kindern mit niedrigen Keimzahlen im 
Speichel (Kneist et al. 1999c, Bergholz 2002). Letztere Untersuchungen schlossen 
mehrheitlich Stämme von S. mutans mit dem Serotyp c ein, der nach Nikiforuk (1985) 
auch weltweit am häufigsten vorkommt. Auch Kneist et al. (1999b) wiesen bei Kindern 
und Jugendlichen sowohl im Zahnbelag als auch im Speichel den Serotyp c am 
häufigsten nach.  
Im Vergleich zu Mutans-Streptokokken sind Laktobazillen grampositive 
Stäbchenbakterien, die ebenso eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der Karies 
einnehmen, obwohl sie gewöhnlich nur mit etwa 1 % im gesamten mikrobiellen 
Spektrum der Mundhöhle vertreten sind (London 1976) und als apathogene 
Schleimhautparasiten angesehen werden. Sie machen weniger als 0,1 % der Population 
von Wange und Zunge aus; in der Plaque liegt ihr Vorkommen unter 0,005 % und in der 
subgingivalen Plaque unter 1 % (Marsh und Martin 2003). Laktobazillen sind als 
transiente mütterliche Keime unmittelbar nach der Geburt in der Mundhöhle eines 
Neugeborenen nachweisbar. Sie etablieren sich aber erst zwischen dem 2. und 
5. Lebensjahr in der Mundhöhle. Rogosa et al. (1953) konnten aus Speichelproben von 
130 Schulkindern etwa 500 Stämme oraler Laktobazillen isolieren. Unter ihnen waren 
L. casei (59 %), L. fermentum (45 %), L. acidophilus (22 %) und L. brevis (17 %) am 
häufigsten vertreten. Seltener waren dagegen die Stämme L. buchneri, L. salivarius, 
L. plantarum und L. cellobiosus nachweisbar (Rogosa et al. 1953). Später beschrieb 
auch London (1976) die gleichen Laktobazillenarten in der Mundhöhle von Kindern 
und Erwachsenen; identifiziert wurden vorwiegend L. casei und L. fermentum.  
Kneist et al. (1998d) konnten aufzeigen, dass eine Zunahme des Kariesbefalls mit einer 
steigenden Laktobazillenzahl im Speichel einhergeht. Viele weitere Untersuchungen 
konnten diese Korrelation zwischen der Anzahl vorhandener Laktobazillen im Speichel 
und der Anzahl kariöser Läsionen bestätigen. Dies gelang sowohl bei Kindern (Klock 
und Krasse 1977, Bánóczy et al. 1983, Larmas 1992, Roeters et al. 1995a) als auch bei 
Jugendlichen (Beighton et al. 1991, Loesche et al. 1995).  
Dass in einer kariösen Kavitation gehäuft Laktobazillen vorkommen, wurde bereits von 
Hemmens und Mitarbeitern in den 40er Jahren des letzten Jahrhunderts beschrieben 
(Hemmens et al. 1946). Shovlin und Gillis (1972) isolierten vorwiegend L. casei aus 
kariösem Dentin. Hardie et al. (1977) registrierten im kariösen Dentin neben der 
2  EINLEITUNG  21 
 
Zunahme der Laktobazillen eine veränderte Proportion der Mutans-Streptokokken. 
Heute ist es unumstritten, dass Mutans-Streptokokken für die Kariesinitiation 
verantwortlich sind, während Laktobazillen, die als Schleimhautparasiten an den 
Zahnflächen nicht haften können, eine schnelle Progression der Karies in das Dentin 
bewirken (Edwardsson 1974, Loesche 1986, Heinrich und Kneist 1987, Beighton und 
Brailsford 1998). Nach Shovlin und Gillis (1972) wurde L. casei wiederholt in kariösem 
Dentin nachgewiesen (Basson und van Wyk 1982, Depaola 1989, Hahn et al. 1989, 
Wijeyeweera und Kleinberg 1989). Kneist et al. (1988) konnten in weichem und hartem 
kariösen Dentin auch am häufigsten L. casei ss rhamnosus nachweisen und weiterhin 
die Arten L. plantarum, L. casei ss casei, L. xylosus, L. coryniformis und L. curvatus. 
Zumindest konnten Heinrich und Kneist (1988) in ihren histologisch-mikrobiologischen 
Untersuchungen auch erstmalig die gemeinsame ätiopathogenetische Bedeutung der 
Mutans-Streptokokken und Laktobazillen für die kariöse Progression aufzeigen. Beide 
Keimgruppen waren mit pulpalen Entzündungen vergesellschaftet. So vermuteten auch 
Michalek et al. schon 1981, dass kariogene Streptokokken in der Kavität kompetitiv 
durch Laktobazillen verdrängt werden. Bei sanierten Kindern fanden weiterhin Kneist et 
al. (1998d) um etwa 20 % weniger häufig hohe Laktobazillenzahlen (> 105 pro ml) im 
Speichel als bei behandlungsbedürftigen Kindern. Zuvor konnten Petti et al. (1997) 
kariogene Speichelkeimzahlen nach Sanierung kariöser Läsionen bei 6- bis 7-jährigen 
Kindern senken. Van Lunsen et al. (2000) bestätigten die Reduktion von Mutans-
Streptokokken- und Laktobazillenzahlen im Speichel von 3½ Jahre alten Kindern nach 
der Sanierung. Zu analogen Befunden kamen zuvor auch Wright et al. (1992) und 
Hetzer (1995).  
Im Vergleich zur Kavität ist auch die tiefe Fissur mit kleinem Öffnungswinkel (< 70°) 
als Nische für die Laktobazillen vorstellbar. Bei der nahezu unmöglichen Reinigung 
solcher Fissuren könnten die azidogenen und säuretoleranten Laktobazillen in der Fissur 
mitverantwortlich für eine Kariesauslösung sein (Baake 2003). Immerhin konnten 
Fitzgerald et al. (1966) und später Seppä et al. (1989) aufzeigen, dass Laktobazillen 
beim Versuchstier Fissurenkaries auslösen. Die Autoren hatten mit L. salivarius und 
L. acidophilus bei keimfreien Ratten Fissurenkaries ausgelöst; der Fissurenkariesbefall 
der Tiere lag allerdings niedriger als nach Infektion der Ratten mit Mutans-
Streptokokken. 
2  EINLEITUNG  22 
 
Die vorliegende Arbeit widmet sich dem gezielten mikrobiologischen Nachweis von 
Mutans-Streptokokken und Laktobazillen in der Plaque, speziell an besonders 
gefährdeten Zahnflächen wie beispielsweise den Fissuren und Grübchen der Molaren. 
Untersucht wurde eine flächenspezifische Anwendungsmöglichkeit mikrobiologischer 
Speicheltests, die eine Ergänzung zur herkömmlichen Anwendungsweise dieser 
Testmethoden darstellt. Prophylaktische Maßnahmen können dadurch noch gezielter, 
nämlich an der Zahnfläche, kontrolliert werden. 
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3 Ziele der Arbeit 
Die vorliegende Studie widmete sich dem Nachweis von Mutans-Streptokokken und 
Laktobazillen in Plaque und Speichel. Es sollte insbesondere ein Verfahren erprobt 
werden, dass die flächenspezifische mikrobiologische Kontrolle von Zahnflächen – 
insbesondere der Okklusalflächen – erlaubt. Neben konventionellen mikrobiologischen 
Methoden sollten die für die Zahnarztpraxis entwickelten Kultursysteme Dentocult® 
und der CRT® bacteria Verwendung finden, um Zahnärzten ein zusätzliches Instrument 
zum zahnflächenbezogenen Keimnachweis in die Hand geben zu können. 
Im ersten Teil der Studie sollten zunächst verschiedene Probeentnahmen (Plaque, 
Speichel) mit Bakteriensuspensionen simuliert und hinsichtlich ihrer Praktikabilität 
vergleichend überprüft werden. Dazu wurden Referenzstämme von Mutans-
Streptokokken (S. mutans NCTC 10449, S. sobrinus OMZ 176, S. sobrinus OMZ 65) 
und Laktobazillen (L. paracasei ss paracasei E50/242, L. casei IMET 10692, 
L. plantarum IMET 10691) herangezogen.  
Mit einem Einmalpinsel sollten standardisierte Streptokokkensuspensionen und deren 
Verdünnungsstufen systematisch auf die vorgegebenen Impfareale des Dentocult®-SM-
Strip-mutans-Spatel verimpft werden; die erzeugten Keimzahlklassen sollten 
konventionell bestimmten Keimzahlen gleicher Suspensionen gegenübergestellt 
werden.  
Dentocult® LB und der CRT® bacteria SM und LB wurden mit in 
Bakteriensuspensionen von Laktobazillen und Mutans-Streptokokken getauchten 
Plastik- bzw. Holzspateln beimpft (Abdruck); die hervorgerufenen Keimzahlklassen 
sollten wiederum mit quantitativen Keimzahlen untersetzt werden.  
Analog den auf dem Dentocult® SM Strip mutans-Spatel vorgegebenen Impfarealen 
waren die Bakteriensuspensionen auf dem CRT® bacteria bzw. auf dem Dentocult®-
LB-Kultursystem pinselstrichförmig zu verimpfen und die Befunde quantitativ zu 
skalieren. Für die Standardmethode – also das konventionelle mikrobiologische 
Vorgehen – wurden die den kommerziellen Kultursystemen adäquaten Kulturmedien 
ausgewählt. 
In einer Pilotstudie sollte nachfolgend die klinische Erprobung des In-vitro-Vorgehens 
mit der Entnahme und Anzucht von Plaque- und Speichelproben erfolgen. Mutans-
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Streptokokken und Laktobazillen aus Fissurenplaque der Okklusalflächen vollständig 
durchgebrochener Sechs-Jahr-Molaren und aus dem Speichel von Kindern im Alter von 
6 bis 7 Jahren sollten auf den kommerziellen Kultursystemen auf separaten Arealen 
(Plaque) und großflächig (Speichel) angezüchtet und semiquantitativ bewertet werden.  
Als Hypothese für die In-vitro-Untersuchungen wurde angenommen, dass  
• sich die Keimzahlklassen von Mutans-Streptokokken und Laktobazillen unabhängig 
vom Impfverfahren auf den unterschiedlichen Kultursystemen nicht unterscheiden. 
• sich die semiquantitativen Keimzahlklassen auf den Kultursystemen quantitativ 
unterscheiden. 
• sich die Keimzahlklassen kleiner Arealbeimpfungen ebenso gut ablesen lassen wie 
die Keimzahlklassen von großflächig verimpften Bakteriensuspensionen. 
Als Hypothese für die Pilotstudie wurde angenommen, dass  
• die mikrobiologischen Befunde in Beziehung zum oralen Gesundheitsstatus der 
Kinder stehen. 
• das Vorkommen von Mutans-Streptokokken im Speichel ihr Vorkommen in der 
Fissurenplaque reflektiert. 
• Laktobazillen als Speichelkeime im Vergleich zur Approximalplaque in der 
Fissurenplaque vermehrt nachweisbar sind. 
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4 Methodik 
4.1 Bakterienstämme 
Die In-vitro-Studie wurde im mikrobiologischen Labor der Poliklinik für Präventive 
Zahnheilkunde der Friedrich-Schiller-Universität Jena durchgeführt. Zur Simulation von 
Plaque- und Speichelproben wurden Referenzstämme eingesetzt (Tab. 1).  
Tab. 1: In die Untersuchung einbezogene Bakterienstämme 
 
 
Taxon        Stammnummer 
 
 
Streptococcus mutans (c)      NCTC1 10449,  
Streptococcus sobrinus (d)     OMZ 1762 
Streptococcus sobrinus (g)     OMZ 652 
Lactobacillus plantarum       IMET 106913 
Lactobacillus casei       IMET 106923 
Lactobacillus paracasei ss paracasei     E50/2424 
 
 
1 National Collection of Type Cultures, London, UK 
2 Dept. of Oral Microbiology and General Immunology, Dental Institute, Zürich, Schweiz, 
Prof. B. Guggenheim 
3 Zentralinstitut für Mikrobiologie und Experimentelle Therapie, Jena, Deutschland, 
Prof. W. Köhler 
4 Speichelisolat, Mikrobiologisches Labor der Poliklinik für Präventive Zahnheilkunde der 
Friedrich-Schiller-Universität Jena, Dr. S. Kneist 
 
Die Bakterien lagen als Stammkonserven in MicrobanksTM (Mast Diagnostica, 
Reinfeld) bei ≤ -18°C im Tiefkühlschrank vor (Abb. 5). Für jeden Versuch wurden je 
zwei Keramikperlen eines Stammes entnommen und in ein Kulturröhrchen mit 10 ml 
Balmelli-Bouillon (10 g Bacto-Tryptose, 5 g Hefe-Extrakt, 5 g K2HPO4, 
3 g Fleischextrakt, 50 g Saccharose, ad 1000 ml Aqua dest.; pH 7,2) verimpft. Die 
Kulturen wurde 24 Stunden (Streptokokken) bzw. 48 Stunden (Laktobazillen) im 
Anaerobierbrutschrank (95 % N2, 5 % CO2; Heraeus VT 5042) bei 37 °C angezüchtet. 
Um für die nachfolgenden Untersuchungen immer Kulturen am Ende ihrer 
logarithmischen Wachstumsphase zu garantieren und vergleichbare Dreifach-
bestimmungen vornehmen zu können, wurden die Stämme immer zur gleichen 
Tageszeit an unterschiedlichen Tagen verimpft. Jeweils vormittags und nachmittags 
wurde eine Versuchsserie durchgeführt.  
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Die so gewonnenen Impfsuspensionen wurden auf ihre Reinheit im Grampräparat 
kontrolliert. 
 
Abb. 5: Microbanks™ (rechts) mit Keramikperlen (links) zur Haltung der Bakterienstämme 
 
4.2 Quantitative und semiquantitative Keimzahlbestimmungen 
Quantitative Keimzahlbestimmungen 
Von den 24- (Streptokokken) bzw. 48-Stunden-Kulturen (Laktobazillen) wurden 
Verdünnungsreihen in steriler Kochsalzlösung zur Keimzahlbestimmung angefertigt. 
Dazu wurden sie in Dezimalschritten bis 10-5 bzw. 10-6 verdünnt.  
Je 0,1 ml aus den Verdünnungsstufen der Streptokokken wurden auf drei Petrischalen 
mit Mitis-salivarius-Agar (Difco) mit 0,2 I.E. pro ml Bacitracin (Serva) (MSB, Gold et 
al. 1973) ausgespatelt und weiterhin auf drei Petrischalen mit Mitis-salivarius-Agar 
(Difco) mit 41 % Saccharose und 0,2 I.E. pro ml Bacitracin (Serva) (MS41B, Laurisch 
1997). Insgesamt wurden für jeden Stamm Dreifachbestimmungen vorgenommen. 
Analog der Streptokokken-Suspensionen wurden die Laktobazillen-Suspensionen 
behandelt. Auf jeweils drei Petrischalen mit Rogosa-Agar der Firma Difco und mit 
Rogosa-Agar der Firma Mast Diagnostica wurde je 0,1 Milliliter aus den 
Verdünnungsstufen ausgespatelt. Auch für alle drei Stämme der Laktobazillen wurden 
Dreifachbestimmungen vorgenommen. 
Die Bebrütung der Streptokokken und Laktobazillen erfolgte vier Tage bei 35 ± 2 °C 
(Heraeus B 6760) in Anaerobiertöpfen (BBL GasPak®-Anaerobic System, Maryland, 
USA). 
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Semiquantitative Keimzahlbestimmungen 
Zur semiquantitativen Keimzahlbestimmung der Bakteriensuspensionen wurden die 
beiden Kulturbestecke Dentocult® SM Strip mutans und LB (Orion Diagnostica, Espoo, 
Finnland) und der CRT® bacteria (Ivoclar Vivadent GmbH, Schaan, Liechtenstein) 
herangezogen. 
• Das Kultursystem Dentocult® SM Strip mutans dient der Anzucht von Mutans-
Streptokokken an einem angerauten Plastikspatel (flächenmäßig unterteilt und nicht 
unterteilt) in einer Mitis-salivarius-Bouillon mit Bacitracin. Der Dentocult® LB-
Kulturträger ist mit Rogosa-Agar beschickt und dient der Anzucht von 
Laktobazillen. 
• Der CRT® bacteria ist ein Doppeltest mit je einer Agaroberfläche zur Anzucht von 
Mutans-Streptokokkken auf Mitis-salivarius-Agar mit 41 % Saccharose und 
Bacitracin und gleichzeitiger Anzucht von Laktobazillen auf Rogosa-Agar. 
Zur besseren Übersicht und Vergleichbarkeit sind die Kulturmedien der quantitativen 
und semiquantitativen Keimzahlbestimmungen in Tabelle 2 dargestellt. 
Tab. 2: Kulturmedien der Chair-side-Tests und ihr Äquivalent 
 
 
Chair-side-Test   Äquivalente Kulturmedien  
   Semiquantitative        Quantitative 
   Keimzahlbestimmung      Keimzahlbestimmung 
 
 
Dentocult® SM MSB-Bouillon (Difco, Gold et al. 1973) MSB-Agar (Difco, Gold et al. 1973) 
CRT® bacteria MS41B-Agar (Mast, Laurisch 1997)    MS41B-Agar (Mast, Laurisch 1997) 
Dentocult® LB Rogosa-Agar (Difco)      Rogosa-Agar (Difco) 
CRT® bacteria  Rogosa-Agar (Mast)      Rogosa-Agar (Mast) 
 
 
Zum einen wurden die semiquantitativen Kulturbestecke nach den Angaben des 
Herstellers ganzflächig mit den jeweiligen Bakteriensuspensionen (analog zum 
Speichel) beimpft und zum anderen die Bakteriensuspensionen mit verschiedenen 
Hilfsmitteln entnommen und auf ausgewählte Areale der Kulturbestecke verimpft bzw. 
„gestempelt“.  
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Als Hilfsmittel für das Beimpfen von Arealen wurden 
• ein Pinsel mit Pinselhalter (Einwegpinsel hart, Art.-Nr.: 533664, Ivoclar Vivadent 
GmbH, Ellwangen) (Abb. 6), 
    
Abb. 6: Pinsel mit Pinselhalter (links) und Maße des Pinsels (rechts) (Ivoclar Vivadent GmbH)  
 
• ein Holzmundspatel (Einmal-Holzmundspatel, Dahlhausen, Köln) und  
• ein Plastikspatel (Strip mutans, Dentocult SM, Orion Diagnostica, Espoo, 
Finnland) verwendet. 
 
4.3 Praktisches Vorgehen 
Es wurden die unter Kapitel 4.2 beschriebenen Verdünnungsstufen der Mutans-
Streptokokken und Laktobazillen eingesetzt. Unter aseptischen Bedingungen in der 
Werkbank (Heraeus Lamin Air, HBB 2448, Hanau, Deutschland) wurden, wie in den 
Abbildungen 7 bis 9 dargestellt, die folgenden Schritte durchgeführt: 
In jede/r Verdünnungsstufe wurde jeweils 
• ein Holzspatel und ein Pinsel eingetaucht (etwa 5 Sekunden) und auf die MS41B-
Agarfläche eines CRT® bacteria-Tests gestempelt bzw. oberhalb des 
Spatelabdruckes auf der MS41B-Agarfläche des CRT® bacteria-Tests 
ausgestrichen; analog zur Verimpfung der Mutans-Streptokokken wurde der 
Rogosa-Agar auf dem CRT®bacteria mit den entsprechenden Verdünnungsstufen 
der Laktobazillen-Suspensionen beimpft. 
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• je ein Pinsel eingetaucht und auf die MS41B-Agarfläche eines CRT® bacteria-Tests 
untereinander ausgestrichen (4 Verdünnungsstufen passen auf einer Seite des CRT® 
untereinander); analog zur Verimpfung der Mutans-Streptokokken wurde der 
Rogosa-Agar auf dem CRT® bacteria mit den entsprechenden Verdünnungsstufen 
der Laktobazillen-Suspensionen beimpft. 
• ein Plastikspatel (Strip mutans, Dentocult SM) eingetaucht und im Dentocult SM 
Kulturröhrchen bebrütet; zum Verimpfen der Laktobazillen-Suspensionen wurde ein 
Holzspatel und ein Plastikspatel eingetaucht und auf den Dentocult LB gestempelt. 
Oberhalb des Stempelabdruckes wurde analog zum Vorgehen auf dem 
CRT® bacteria ein Pinsel ausgestrichen. 
• ein Pinsel eingetaucht und auf den unterteilten Arealen des Plastikspatels (Strip 
mutans, Dentocult SM) ausgestrichen. Vier Verdünnungsstufen wurden je 
Plastikspatel verimpft und nachfolgend im Dentocult-SM-Kulturröhrchen bebrütet. 
Auf der Rogosa-Agarfläche des Dentocult-LB-Tests wurden gleichfalls vier 
Verdünnungsstufen mit dem Pinsel verimpft. 
Die Bebrütung der Kultursysteme CRT® bacteria und Dentocult SM und LB erfolgte 
stehend 48 Stunden bei 35 ± 2 °C (Heraeus B 6760). 
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CRT® bacteria 
  
Dentocult® SM 
  
Dentocult® LB 
  
Abb. 7: CRT® bacteria: Abdruck eines Holzspatels auf die LB-Oberfläche (oben links) und 
Ausstrich des Pinsels oberhalb des Holzspatelabdrucks auf die SM-Oberfläche (oben rechts); 
Dentocult® SM: Eintauchen des Plastikspatels in eine Verdünnungsstufe (Mitte links) und 
Verimpfung der Suspension auf dem geteilten Plastikspatel (Mitte rechts); Dentocult® LB: 
Abdruck eines Plastikspatels (unten links) und Abdruck eines Holzspatels (unten rechts) 
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24–Stunden-Kulturen (Dreifachbestimmung) 
  S. mutans  NCTC 10449 
  S. sobrinus  OMZ 176  
  S. sobrinus  OMZ 65  
 
 
Verdünnungsreihe bis 10-5 
(3 x 6 Suspensionen) 
 
Standardmethoden 
(Dreifachansatz) 
 
Ausspateln auf: 
 
• MSB-Agar 
• MS41B-Agar 
Semiquantitative Verfahren 
 
 
CRT® bacteria SM                                                                                                                  Dentocult® SM 
 
• Verimpfung jeder Verdünnungs-      
stufe mit dem Pinsel  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
• Abdruck des Holzspatels 
nach Eintauchen in die  
jeweilige Verdünnungsstufe 
 
• Strichförmiges Verimpfen aller 
Suspensionen mit einem Pinsel 
 
 
 
Abb. 8: Übersicht zur unterschiedlichen Verimpfung der Bakteriensuspensionen der Mutans-
Streptokokken 
Original
• Schwenken des Plastikspatels 
 in jeder Verdünnung und Bebrüten 
 in Dentocult®-MSB-Bouillon 
• Verimpfen aller Suspensionen 
 mit Pinsel auf 2 unterteilten  
 Plastikspateln und Bebrüten in  
 Dentocult®-MSB-Bouillon 
Original 
10-2 
10-210-3 
10-3
10-4
10-510-5
10-4
10-1 10-1 
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48–Stunden-Kulturen (Dreifachbestimmung) 
  L. plantarum IMET 10691 
  L. casei  IMET 10692   
  L. paracasei ss paracasei  
 
 
Verdünnungsreihe bis 10-6 
(3 x 7 Suspensionen) 
 
Standardmethoden 
(Dreifachansatz) 
 
Ausspateln auf: 
 
• Rogosa-Agar (Difco) 
• Rogosa-Agar (Madaus) 
Semiquantitative Verfahren 
 
 
CRT® bacteria  LB                                                                                                                 Dentocult® LB 
 
• Verimpfung jeder Verdünnungs-      
stufe mit dem Pinsel  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
• Abdruck des Holzspatels 
nach Eintauchen in die  
jeweilige Verdünnungsstufe 
 
• Strichförmiges Verimpfen aller 
Suspensionen mit einem Pinsel 
 
 
 
 
 
Abb. 9: Übersicht zur unterschiedlichen Verimpfung der Bakteriensuspensionen der 
Laktobazillen 
• Verimpfen jeder Verdünnungsstufe 
 mit dem Pinsel  
10-6
• Abdruck des Holzspatels nach  
  Eintauchen in die jeweilige  
 Verdünnungsstufe 
• Verimpfen jeder Verdünnungsstufe 
 mit dem Pinsel (analog zu oben) 
• Abdruck des Plastikspatels nach  
 Eintauchen in die jeweilige  
 Verdünnungsstufe (analog zu oben) 
• Strichförmiges Verimpfen aller  
 Suspensionen mit einem Pinsel  
Original 
10-1
10-2 
10-3 
10-5
10-4 Original 
10-2 
10-1 
10-3 
10-5
10-6
10-4
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4.4 Auswertung der Befunde und Statistik 
Die Befundbewertung auf den Chair-side-Tests erfolgte nach den Angaben der 
Hersteller in semiquantitativen Keimzahlklassen von SM 0 bis SM 3 und LB 1 bis LB 4 
durch zwei kalibrierte Untersucher (Abb. 10, 11, Tab. 3, Anhang Tab. 1 - 4). 
Die beimpften Areale sollten ebenso nach der Dichte der Kolonien in Keimzahlklassen 
abgelesen werden. 
Tab. 3: Semiquantitative Keimzahlklassen mit Kariesrisikoeinschätzung  
 
 
            Kariesrisiko-Keimzahlklassen 
     niedrig mittel    hoch 
 
 
Mutans-Streptokokken SM 0  SM 1    SM 2  SM 3 
Keimzahl pro Milliliter   < 103-5     > 105-6 
 
Laktobazillen   LB 0/1 LB 2    LB 3   LB 4 
Keimzahl pro Milliliter   < 103-5     > 105-6 
 
 
Das Auszählen der Kolonien auf den Petrischalen erfolgte von geeigneten 
Verdünnungsstufen (50 bis 150 Kolonien). Die CFU pro ml wurde als dekadischer 
Logarithmus ausgedrückt und für alle entsprechenden Verdünnungsstufen berechnet. 
Aus den dreifach bestimmten Keimzahlen pro Milliliter Stammsuspension der 
jeweiligen Stämme wurde der Mittelwert (x  ) und die Standardabweichung (SD) 
berechnet.  
Die durch die semiquantitativen Verfahren erhobenen Keimzahlklassen wurden, 
geordnet nach Referenzstamm, Impfareal und Keimzahlklasse, der entsprechenden 
Verdünnungsstufe und konventionell bestimmten Keimzahl auf den jeweiligen Agaren 
zugeordnet. Die Kreuzklassifikation (Kontingenztafel) (Hartung 1986) wurde 
herangezogen, um die Übereinstimmung der Ergebnisse nach den unterschiedlichen 
Impfverfahren und verwendeten Kulturbestecken zu überprüfen. Der Wilcoxon-Test 
wurde zur Prüfung signifikanter Unterschiede bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 
α = 0,05 herangezogen. 
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SM 3
< 103-5 pro Milliliter > 105
Dentocult® SM Strip mutans
SM 2SM 1SM 0
 
LB 4
< 103-5 pro Milliliter > 105
Dentocult® LB
LB 3LB 2LB 1
 
Abb. 10: Semiquantitative Keimzahlklassen von Mutans-Streptokokken (links) und 
Laktobazillen (rechts) des Dentocult®-Kultursystems 
 
SM 0 SM 1 SM 3SM 2
CRT® bacteria
Keimzahlklassen Mutans-Streptokokken
< 103-5 pro Milliliter > 105
 
CRT® bacteria
Keimzahlklassen Laktobazillen
< 103-5 pro Milliliter > 105
LB 1 LB 2 LB 3 LB 4
 
Abb. 11: Semiquantitative Keimzahlklassen von Mutans-Streptokokken (links) und 
Laktobazillen (rechts) des CRT® bacteria 
 
4.5 Pilotstudie zur Pinseltechnik 
Die Pilotstudie wurde in einer Brandenburger Zahnarztpraxis (A. Pawandenat, 
Prenzlauer Chaussee 155, 16348 Wandlitz) durchgeführt. Mit der zuvor in vitro 
skalierten Pinseltechnik wurden 26 Sechsjahrmolaren von 7 Kindern im Alter von 6 bis 
7 Jahren hinsichtlich des Vorkommens von Mutans-Streptokokken und Laktobazillen 
untersucht. Die Molaren waren kariesfrei und unversiegelt. Zur Anwendung kamen 
wiederum die Chair-side-Tests CRT® bacteria und Dentocult® SM und LB. 
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Die Plaqueentnahme erfolgte mit jeweils einem Pinsel aus den Fissuren der Molaren in 
der Reihenfolge von 16, 26, 36 und 46; die vier Plaqueproben wurden auf beiden 
Chair-side-Tests strichförmig verimpft. Stimulierte Speichelproben der Kinder wurden 
auf herkömmliche Art ebenso mit beiden Kultursystemen hinsichtlich der Keimzahl von 
Mutans-Streptokokken und Laktobazillen untersucht. 
Die Pilotstudie wurde von der Ethik-Kommission des Virchow-Klinikums genehmigt 
(Anhang). 
4.5.1 Ablauf der Pilotstudie 
Der orale Gesundheitsstatus der Kinder (d3,4mft) (Marthaler 1966) wurde nach WHO-
Kriterien erhoben (WHO 1987). Initialläsionen (is/IS) wurden registriert. Mit einem 
Fragebogen für die Eltern wurden die Mundhygiene- und Ernährungsgewohnheiten 
sowie die allgemeinmedizinische Anamnese und die Fluoridanamnese der Kinder 
erhoben (Anhang Fragebogen Pilotstudie). 
Anschließend erfolgte die Entnahme einer Plaqueprobe mittels Pinsel von okklusal aus 
den Fissuren der Zähne 16, 26, 36 und 46. Die Verimpfungsfolge der Plaqueproben auf 
dem CRT® bacteria (SM, LB) und Dentocult® SM und LB für jeden Zahn ist in 
Tabelle 4 aufgeführt. 
Tab. 4: Zahnbezogene Verimpfungsfolge der Fissurenplaque auf den Kulturbestecken 
 
 
Plaqueentnahme Zahn 16 Zahn 26 Zahn 36 Zahn 46 
 
 
1. Entnahme CRT®-SM-Seite  Dentocult®-SM-Spatel CRT®-LB Seite Dentocult®-LB-Fläche 
 
2. Entnahme  CRT®-LB-Seite  Dentocult®-LB-Fläche CRT®-SM Seite Dentocult®-SM-Spatel 
 
3. Entnahme  Dentocult®-SM-Spatel CRT®-SM-Seite Dentocult®-LB-Fläche CRT®-LB-Seite 
 
4. Entnahme Dentocult®-LB-Fläche  CRT®-LB-Seite Dentocult®-SM-Spatel CRT®-SM-Seite 
 
 
Zunächst erfolgte die Trockenlegung des Zahnes 16 mit Watterollen und durch 
vorsichtiges Trockenblasen. 
Mit einem sterilen Pinsel (Einwegpinsel hart, Art.-Nr.: 533664, Ivoclar Vivadent 
GmbH, Ellwangen, Abb. 6) wurde die Plaque von distal nach mesial durch 6-maliges 
„Bürsten“ unter leichtem Druck aus der Fissur entnommen.  
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Nach gleichem Vorgehen wurde erneut Plaque entnommen, bis pro Zahn alle 
Kulturbestecke inokuliert waren (Abb. 7-9, Tab. 4). In der Reihenfolge 16, 26, 36, 46 
wurden die Plaqueproben quer zur langen Seite der Kulturträger separat von oben 
(immer der Deckel) nach unten verimpft. 
Es folgte die Durchführung beider Speicheltests (CRT® bacteria und Dentocult® SM 
Strip mutans und LB) auf herkömmliche Art mit paraffinstimuliertem Speichel. Für das 
Dentocult®-SM-System wurde ein Plastikspatel auf der Zunge 10-mal gedreht und 
entnommen. Alle Kultursysteme wurden 48 Stunden im Brutschrank (Cultura, Ivoclar 
Vivadent GmbH) bei 35 ± 2 °C bebrütet. Die Befunde wurden wiederum in 
semiquantitativen Keimzahlklassen abgelesen und fotografisch dokumentiert 
(Abb. 10, 11).  
Zum Abschluss erfolgte die Erhebung des Mundhygienestatus der Kinder mit dem von 
Turesky und Mitarbeitern (1970) modifizierten Plaqueindex nach Quigley und 
Hein (QHI) (1962) und dem Papillen-Blutungs-Index (PBI) nach Saxer und 
Mühlemann (1975). Die Befunde wurden im dafür erstellten Befundblatt dokumentiert 
(Anhang). 
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5 Ergebnisse 
5.1 In-vitro-Studie zur Plaqueentnahmetechnik 
5.1.1 Mutans-Streptokokken 
Quantitative Keimzahlbestimmungen 
Die ermittelten Keimzahlen schwankten nach 48-stündiger Kultivierung auf beiden 
Agaren um 2 bis 3 Zehnerpotenzen. Mit MS41B-Agar, der einen höheren 
Saccharoseanteil gegenüber dem herkömmlichen MSB-Agar aufwies, wurden 
tendenziell (um eine Zehnerpotenz) höhere Keimzahlen angezüchtet (p-Wert: 0,25 ns). 
Abbildung 12 zeigt die unverdünnte S.-sobrinus-OMZ-176-Suspension auf MSB- und 
MS41B-Agar bei gleicher Vergrößerung (10-fach); die höhere Keimausbeute auf 
MS41B wird bereits makroskopisch sichtbar.  
   
Abb. 12: 24-Stunden-Kultur von S. sobrinus OMZ 176 auf Mitis-salivarius-Agar mit Bacitracin 
(MSB) (links) und Mitis-salivarius-Agar mit Bacitracin und 41 % Saccharose (MS41B) (rechts) 
(10-fache Vergrößerung) 
 
Die auf den konventionellen Kulturmedien (MSB- und MS41B-Agar) erreichten 
Keimzahlen (x  log CFU pro ml) der 24-Stunden-Kulturen der ausgewählten Stämme 
und ihrer Verdünnungsstufen bis 10-5 sind in den Abbildungen 13 bis 15 dargestellt. Die 
Keimzahlen lagen mit einem mittleren log CFU 7.2231 pro ml für S. sobrinus OMZ 176 
am höchsten, gefolgt von S. mutans NCTC 10449 mit einem log CFU von 6.1501 
pro ml und S. sobrinus OMZ 65 mit einem log CFU von 4.9826 pro ml (Anhang 
Tab. 5). 
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Abb. 13: Log CFU pro ml Keimsuspension von Verdünnungsstufen einer 24-Stunden-Kultur 
von S. mutans NCTC 10449 auf Mitis-salivarius-Agar mit Bacitracin (MSB) 
(Gold et al. 1973) und Mitis-salivarius-Agar mit Bacitracin und 41 % Saccharose (MS41B) 
(Laurisch 1997) (n = 3 Versuchsserien) 
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Abb. 14: Log CFU pro ml Keimsuspension von Verdünnungsstufen einer 24-Stunden-Kultur 
von S. sobrinus OMZ 65 auf Mitis-salivarius-Agar mit Bacitracin (MSB) 
(Gold et al. 1973) und Mitis-salivarius-Agar mit Bacitracin und 41 % Saccharose (MS41B) 
(Laurisch 1997) (n = 3 Versuchsserien) 
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Abb. 15: Log CFU pro ml Keimsuspension von Verdünnungsstufen einer 24-Stunden-Kultur 
von S. sobrinus OMZ 176 auf Mitis-salivarius-Agar mit Bacitracin (MSB) 
(Gold et al. 1973) und Mitis-salivarius-Agar mit Bacitracin und 41 % Saccharose (MS41B) 
(Laurisch 1997) (n = 3 Versuchsserien)) 
 
Semiquantitative Keimzahlbestimmungen - Dentocult® SM  
Die Ergebnisse des Dentocult-SM-Kultursystems unter herkömmlicher Anwendung 
(Beimpfen der gesamten Spatelfläche) im Vergleich zur strichförmigen Verimpfung mit 
einem Pinsel (site-spezifischer Plastikspatel) sind in Abbildung 16 veranschaulicht und 
in Tabelle 5 dargestellt. 
 
Abb. 16: Keimzahlklasse SM 0 bis SM 3 nach Inokulation mit Suspensionen von S. sobrinus 
OMZ 65 auf Dentocult SM Strip mutans und dem site-spezifischen Plastikspatel (rechts außen) 
  Original  10-1      10-2      10-3       10-4      10-5
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Die Übereinstimmung der Ergebnisse nach beiden Impfmethoden (Gesamtfläche, 
site-spezifisch mit Pinsel) wurde mit der Kreuzklassifikation geprüft. Dazu konnten 
54 Befundpaare einbezogen werden. 
In vier Fällen lagen für S. mutans NCTC 10449 und für S. sobrinus OMZ 176 die 
Pinselkeimzahlklassen (Kkl 1, niedriges Risiko) unter den Spatelkeimzahlklassen 
(Kkl 2, hohes Risiko). Für S. sobrinus OMZ 65 lagen in drei Fällen die 
Spatelkeimzahlklassen (Kkl 1, niedriges Risiko) unter den Pinselkeimzahlklassen 
(Kkl 2, hohes Risiko). 
Tab. 5: Übereinstimmung der Keimzahlklassen (Kkl) einer 24-Stunden-Kultur von 
ausgewählten Streptokokken auf Dentocult SM bei unterschiedlicher Verimpfung 
(n = 3 Versuchsserien) 
 
 
Semiquantitative Arealbeimpfung der Kultursysteme - CRT® bacteria 
In den Abbildungen 17 bis 19 sind die Keimzahlklassen der Bakteriensuspensionen der 
drei Stämme auf dem CRT® bacteria nach beiden Impfmethoden dem dekadischen 
Logarithmus der konventionell erreichten CFU auf MS41B-Agar zugeordnet (Anhang 
Tab. 6 bis 8). Für jeden Stamm wurden Dreifachbestimmungen vorgenommen. 
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 log CFU pro ml der Verdünnungsstufe 10-4 log CFU pro ml der Verdünnungsstufe 10-5 
 auf MS41B-Agar: 2.1501 auf MS41B-Agar: 1.1501 
 
Abb. 17: Häufigkeit (Ordinate) der semiquantitativen Keimzahlklassen (Abszisse) einer  
24-Stunden-Kultur und deren Verdünnungsstufen bis 10-5 von S. mutans NCTC 10449 nach 
Verimpfung mit einem Holzspatel und einem Pinsel auf dem CRT® bacteria und konventionell 
auf MS41B-Agar im Ergebnis von Dreifachbestimmungen (Anhang Tab. 6) 
5  ERGEBNISSE  42 
 
S. sobrinus OMZ 65 
0
1
2
3
Holzspatel 0 0 1 2
Pinsel 0 0 1 2
0 1 2 3
    
0
1
2
3
Holzspatel 0 0 1 2
Pinsel 0 0 1 2
0 1 2 3
 
 log CFU pro ml der 24-Stunden-Kultur log CFU pro ml der Verdünnungsstufe 10-1 
 auf MS41B-Agar: 4.9826 auf MS41B-Agar: 3.9826 
0
1
2
3
Holzspatel 0 0 2 1
Pinsel 0 0 2 1
0 1 2 3
    
0
1
2
3
Holzspatel 0 2 1 0
Pinsel 0 2 1 0
0 1 2 3
 
 log CFU pro ml der Verdünnungsstufe 10-2 log CFU pro ml der Verdünnungsstufe 10-3 
 auf MS41B-Agar: 2.9826 auf MS41B-Agar: 1.9826 
0
1
2
3
Holzspatel 1 2 0 0
Pinsel 1 2 0 0
0 1 2 3
    
0
1
2
3
Holzspatel 2 1 0 0
Pinsel 2 1 0 0
0 1 2 3
 
 log CFU pro ml der Verdünnungsstufe 10-4 log CFU pro ml der Verdünnungsstufe 10-5 
 auf MS41B-Agar: 0.9826 auf MS41B-Agar: 0.0982 
 
Abb. 18: Häufigkeit (Ordinate) der semiquantitativen Keimzahlklassen (Abszisse) einer  
24-Stunden-Kultur und deren Verdünnungsstufen bis 10-5 von S. sobrinus OMZ 65 nach 
Verimpfung mit einem Holzspatel und einem Pinsel auf dem CRT® bacteria und konventionell 
auf MS41B-Agar im Ergebnis von Dreifachbestimmungen (Anhang Tab. 7) 
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 log CFU pro ml der Verdünnungsstufe 10-4 log CFU pro ml der Verdünnungsstufe 10-5 
 auf MS41B-Agar: 3.2231 auf MS41B-Agar: 2.2231 
 
Abb. 19: Häufigkeit (Ordinate) der semiquantitativen Keimzahlklassen (Abszisse) einer  
24-Stunden-Kultur und deren Verdünnungsstufen bis 10-5 von S. sobrinus OMZ 176 nach 
Verimpfung mit einem Holzspatel und einem Pinsel auf dem CRT® bacteria und konventionell 
auf MS41B-Agar im Ergebnis von Dreifachbestimmungen (Anhang Tab. 8) 
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So wurde pars pro toto mit S. mutans NCTC 10449 die Keimzahlklasse SM 2 mit der 
unverdünnten Keimsuspension und der ersten Verdünnungsstufe (Original: 
1,4 x 106 CFU pro ml; Verdünnung 10-1: 1,4 x 105 CFU pro ml) sowohl nach 
Pinselstrichverimpfung als auch mit dem Holzspatelabdruck zweimal erzeugt und die 
Keimzahlklasse SM 3 einmal. Mit der zweiten Verdünnungsstufe (1,4 x 104 CFU  
pro ml) wurden nur noch die Keimzahlklassen SM 1 und SM 0 erzielt. Die 
Keimzahlklassen stimmten bei allen drei Stämmen in allen Verdünnungsstufen 
unabhängig von der Impfmethode (Pinsel, Holzspatel) überein. 
Abbildung 20 zeigt beispielhaft das Impfergebnis unterschiedlicher Verdünnungen einer 
24-Stunden-Kultur von S. mutans NCTC 10449 nach Holzspatelabdruck und 
Pinselstrich in den Keimzahlklassen SM 0 bis SM 3. 
 
Abb. 20: Koloniedichte der Keimzahlklasse SM 0 (links) bis SM 3 (rechts) von S. mutans 
NCTC 10449 nach Inokulation der unverdünnten 24-Stunden-Kultur und von 
Verdünnungsstufen bis 10-3 nach Beimpfen mit Pinsel und Holzspatel auf dem CRT® bacteria 
 
Die Übereinstimmung der Keimzahlklassen der drei Streptokokkenstämme in 
Abhängigkeit von der Methode der Verimpfung der Stammsuspensionen auf dem 
CRT® bacteria ist zusammenfassend in Tabelle 6 dargestellt. Nur in einem Fall 
(S. sobrinus OMZ 176) ging die Holzspatelmethode mit der Keimzahlklasse SM 1 
einher und die Pinselmethode mit der Keimzahlklasse SM 0. 
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Tab. 6: Übereinstimmung der Keimzahlklassen (Kkl) einer 24-Stunden-Kultur von 
ausgewählten Streptokokken auf dem CRT® bacteria bei unterschiedlicher Verimpfung 
(n = 3 Versuchsserien) 
 
 
Gegenüberstellung beider Kultursysteme - Dentocult® SM und CRT® bacteria 
Tabelle 7 zeigt, dass durch alleinige Pinselverimpfung - mit Ausnahme von vier Fällen - 
auf beiden Kultursystemen gleiche Einteilungen in hohe (SM 2 und 3) und niedrige 
(SM 0 und 1) Keimzahlklassen vorgenommen werden konnten. In den vier 
Ausnahmefällen wurden die durch einen Pinsel beimpften Areale auf dem 
CRT® bacteria als Kkl SM 2 eingestuft und auf dem Dentocult SM Kulturbesteck als 
Kkl SM 1.  
 
Tab. 7: Übereinstimmung der Keimzahlklassen (Kkl) einer 24-Stunden-Kultur von 
ausgewählten Streptokokken mit den Kultursystemen CRT® bacteria und Dentocult® SM bei 
unterschiedlicher Verimpfung der Suspensionen (n = 3 Versuchsserien) 
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Skalierung der semiquantitativen Keimzahlklassen nach Pinselstrichverimpfung 
In je 18 Fällen wurden mit den drei Stämmen Keimzahlklassen von SM 0 bis SM 3 
durch Pinselstrichverimpfung auf den Kultursystemen erzeugt. Parallel dazu wurde die 
Keimzahl der verwendeten Bakteriensuspensionen auf MSB-Agar (Basismedium 
Dentocult SM) und MS41B-Agar (Basismedium CRT bacteria) bestimmt. Somit 
ließen sich insgesamt 54 Keimzahlklassen den entsprechenden Keimzahlen auf den 
zugehörigen Kulturmedien gegenüberstellen. Getrennt nach den verwendeten Stämmen 
(Abb. 21, Anhang Tab. 9 und 10) wurde in allen Fällen deutlich, dass jede höhere 
Keimzahlklasse mit einer deutlichen Zunahme der Mutans-Streptokokken 
vergesellschaftet war. Die hohen Keimzahlklassen SM 2 und SM 3 entsprechen im 
Mittel einer Keimzahl von 105 bis 106  pro ml Keimsuspension. Beim Dentocult-SM-
Kultursystem waren die Keimzahlklassen allerdings von niedrigeren mittleren 
Keimzahlen auf MSB-Agar begleitet im Vergleich zum CRT®-bacteria-Kultursystem 
mit höheren mittleren Keimzahlen auf MS41B-Agar. 
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Abb. 21: Skalierung der Keimzahlklassen der Mutans-Streptokokken nach Verimpfung mit 
einem Pinsel auf dem CRT® bacteria und auf Dentocult® SM (54 Befundpaare von S. mutans 
NCTC 10449, S. sobrinus OMZ 176 und S. mutans OMZ 65) 
 
Beim Dentocult-SM-Kultursystem existierte ein signifikanter quantitativer 
Unterschied zwischen der Keimzahlklasse SM 1 und SM 3 (p-Wert 0,0001). Der 
Einzelvergleich innerhalb der Keimzahlklassen SM 0 und SM 1 ließ jedoch keine 
signifikante Trennung zu.  
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Hingegen waren die Keimzahlklassen SM 1 und SM 2 (p-Wert 0,013) sowie SM 2 und 
SM 3 (p-Wert 0,0058) quantitativ signifikant verschieden. Ein quantitativer Unterschied 
lag auch zwischen hohen (SM 3 und SM 2) und niedrigen (SM 1 und SM 0) 
Keimzahlklassen vor (p-Wert 0,0001) (Anhang Tab. 9). 
Die auf dem CRT® bacteria ermittelten Werte unterschieden sich in den 
Keimzahlklassen SM 1 und SM 3 signifikant (p-Wert 0,0001). Auch zwischen den 
Keimzahlklassen für ein hohes (SM 2 und SM 3) und denen für ein niedriges 
Kariesrisiko (SM 1 und SM 0) wurde ein signifikanter Unterschied auf dem 
CRT® bacteria belegt (p-Wert 0,0001). Im Einzelvergleich der benachbarten 
Keimzahlklassen waren die Unterschiede ebenfalls signifikant (SM 0 : SM 1 
p-Wert 0,036; SM 1 : SM 2 p-Wert 0,002; SM 2 : SM 3 p-Wert 0,0043) (Anhang 
Tab. 10). 
In allen Keimzahlklassen lagen die mittleren Keimzahlen (CFU pro ml) des 
CRT® bacteria über denen des Dentocult SM Systems. Im direkten Vergleich erwiesen 
sie sich jedoch nicht als signifikant unterschiedlich (SM 0 p-Wert 0,53; SM 1  
p-Wert 0,35; SM 2 p-Wert 0,20; SM 3 p-Wert 0,25). 
 
5.1.2 Laktobazillen 
Quantitative Keimzahlbestimmungen 
Zur Überprüfung der koloniebildenden Einheiten (CFU pro ml) wurden die 
Suspensionen der 48-Stunden-Kulturen der drei Laktobazillenstämme auf Rogosa-Agar 
der Firma Mast Diagnostica (Kulturmedium des CRT® bacteria ) und der Firma Difco 
(Dentocult LB Kultursystem) verimpft; Dreifachbestimmungen wurden vorgenommen. 
Beide Kulturmedien ergaben nach 48-stündiger Anzucht eine gleich hohe Keimausbeute 
(Abb. 22). 
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Abb. 22: Kolonien von L. plantarum IMET 10691 auf Rogosa-Agar der Firma Mast 
Diagnostica (links) und der Firma Difco (rechts) (Verdünnungsstufe 10-5, 25-fache 
Vergrößerung) 
 
Die Abbildungen 23 bis 25 (Anhang Tab. 11) zeigen die mittleren Keimzahlen der 
Stämme L. plantarum IMET 10691, L. casei IMET 10692 und L. paracasei ss paracasei 
E50/242 (x  log CFU pro ml) bis zur Verdünnungsstufe 10-6 der 48-Stunden-Kulturen. 
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Abb. 23: Log CFU pro ml Keimsuspension von Verdünnungsstufen einer 48-Stunden-Kultur 
von L. plantarum IMET 10691 auf Rogosa-Agar (Rogosa et al. 1951) der Firmen Difco und 
Mast (n = 3 Versuchsserien) 
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Abb. 24: Log CFU pro ml Keimsuspension von Verdünnungsstufen einer 48-Stunden-Kultur 
von L. casei IMET 10692 auf Rogosa-Agar (Rogosa et al. 1951) der Firmen Difco und Mast  
(n = 3 Versuchsserien) 
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Abb. 25: Log CFU pro ml Keimsuspension von Verdünnungsstufen einer 48-Stunden-Kultur 
von L. paracasei ss paracasei E50/242 auf Rogosa-Agar (Rogosa et al. 1951) der Firmen Difco 
und Mast (n = 3 Versuchsserien) 
 
Semiquantitative Keimzahlbestimmungen - Dentocult® LB 
Die Abbildung 26 zeigt die Ergebnisse auf Dentocult® LB nach Beimpfung mit 
unterschiedlichen Laktobazillen-Suspensionen durch Holzspatel und Pinsel bzw. 
Plastikspatel und Pinsel und durch den Pinsel allein. Eine optische Trennung der 
Keimzahlklassen war ohne Probleme möglich. 
 
Original  10-1     10-2     10-3     10-4      10-5     10-6 
Verdünnungsstufe der 48-Stunden Kultur 
Lo
g 
C
FU
 p
ro
 m
l 
 
Original  10-1     10-2     10-3     10-4      10-5     10-6 
Verdünnungsstufe der 48-Stunden-Kultur 
Lo
g 
C
FU
 p
ro
 m
l 
  L. paracasei ss paracasei E50/242 
  L. casei IMET 10692 
5  ERGEBNISSE  50 
 
 
   
Abb. 26: auf Dentocult LB: Holzspatelabdruck und Pinselstrich in den Keimzahlklassen LB 1 
bis 4 (links), Plastikspatelabdruck und Pinselstrich der Keimzahlklassen LB 1 bis LB 4 (Mitte) 
und Pinselstriche aller Verdünnungsstufen allein (rechts) 
 
Die für das Dentocult-LB-Kulturbesteck untersuchten Impfmethoden sind in den 
Tabellen 8 bis 10 in Form von Kreuzklassifikationen einander gegenübergestellt. Bis 
auf zwei Ausnahmen bestand auch hier eine vollständige Übereinstimmung und somit 
Gleichwertigkeit der angewandten Methoden. Die Verimpfung mit dem Holzspatel im 
Vergleich zum Plastikspatel führte in zwei von 63 Fällen zur Einstufung in eine höhere 
Keimzahlklasse. Eine daraus resultierende Einstufung in die Gruppe „hohes Risiko“ lag 
jedoch nur einmal vor. 
 
Tab. 8: Übereinstimmung der Keimzahlklassen (Kkl) einer 48-Stunden-Kultur von 
ausgewählten Laktobazillen auf Dentocult LB bei unterschiedlicher Verimpfung 
(n = 3 Versuchsserien) 
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Tab. 9: Übereinstimmung der Keimzahlklassen (Kkl) einer 48-Stunden-Kultur von 
ausgewählten Laktobazillen auf Dentocult LB bei Verimpfung mit Holzspatel und Pinsel  
(n = 3 Versuchsserien) 
 
 
Tab. 10: Übereinstimmung der Keimzahlklassen (Kkl) einer 48-Stunden-Kultur von 
ausgewählten Laktobazillen auf Dentocult LB bei Verimpfung mit Plastikspatel und Pinsel 
(n = 3 Versuchsserien) 
 
 
Semiquantitative Keimzahlbestimmungen - CRT® bacteria 
Die Abbildung 27 zeigt die Rogosa-Agar-Oberfläche des CRT® bacteria nach 
Verimpfung unterschiedlicher Verdünnungsstufen der Laktobazillen-Suspensionen und  
Abbildung 28 die entsprechenden Ausschnitte. 
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Abb. 27: Holzspatelabdruck und Pinselstrich in den Keimzahlklassen LB 1 bis LB 4 (links) und 
Pinselverimpfung (rechts) mit der Originalsuspension und Verdünnungsstufen bis 10-6 der 
Keimsuspensionen einer 48-Stunden-Kultur von L. plantarum IMET 10691 auf dem 
CRT® bacteria 
 
                  
Abb. 28: Holzspatelabdruck und Pinselstrich in den Keimzahlklassen LB 1 bis LB 4 (von links 
nach rechts) auf dem CRT® bacteria mit einer 48-Stunden-Kultur von L. plantarum 
IMET 10691 (Ausschnitt aus Abb. 27) 
 
In den Abbildungen 29 bis 31 (Anhang Tab. 12 bis 14) wurden die dreifach mit einem 
Pinsel und einem Holzspatel verimpften Keimzahlklassen stammbezogen dem 
dekadischen Logarithmus der konventionell parallel angezüchteten CFU pro ml auf 
Rogosa-Agar der Firma Mast zugeordnet. Der Zusammenhang zwischen 
Verdünnungsstufe, log CFU pro ml und Keimzahlklasse wird damit eindeutig 
dargestellt. 
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Abb. 29: Häufigkeit (Ordinate) der 
semiquantitativen Keimzahlklassen (Abszisse) 
einer 48-Stunden-Kultur und deren 
Verdünnungsstufen bis 10-6 von L. plantarum 
IMET 10691 nach Verimpfung mit einem 
Holzspatel und einem Pinsel auf dem 
CRT® bacteria und konventionell auf Rogosa-
Agar im Ergebnis einer Dreifachbestimmung 
(Anhang Tab. 12) 
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L. casei IMET 10692 
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Abb. 30: Häufigkeit (Ordinate) der 
semiquantitativen Keimzahlklassen (Abszisse) 
einer 48-Stunden-Kultur und deren 
Verdünnungsstufen bis 10-6 von L. casei 
IMET 10692 nach Verimpfung mit einem 
Holzspatel und einem Pinsel auf dem 
CRT® bacteria und konventionell auf Rogosa-
Agar im Ergebnis einer Dreifachbestimmung 
(Anhang Tab. 13) 
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L. paracasei ss paracasei E50/242 
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Abb. 31: Häufigkeit (Ordinate) der 
semiquantitativen Keimzahlklassen (Abszisse) 
einer 48-Stunden-Kultur und deren 
Verdünnungsstufen bis 10-6 von L. paracasei 
ss paracasei E50/242 nach Verimpfung mit 
einem Holzspatel und einem Pinsel auf dem 
CRT® bacteria und konventionell auf Rogosa-
Agar im Ergebnis einer Dreifachbestimmung 
(Anhang Tab.14) 
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Durch die zunehmende Verdünnung der Suspensionen sanken die Keimzahlklassen, so 
dass mit der Verdünnungsstufe 10-5 bei einer CFU von 3,9 x 102 pro ml die Kkl LB 1 
erreicht war. Die Keimzahlklassen LB 4 und LB 3 entsprachen dabei im Mittel einer 
CFU von  ≥ 105-7 pro ml. Nur bei zwei von 42 Befundpaaren pro Stamm lag eine 
Diskordanz vor. Während für L. paracasei ss paracasei E50/242 mit dem Holzspatel 
noch die Kkl LB 3 (Verdünnungsstufe 10-4) bzw. die Kkl LB 2 (Verdünnungsstufe 10-5) 
abgelesen werden konnte, lagen bei je weiteren fünf Befunden der gleichen 
Verdünnungsstufen (10-4, 10-5) bereits die Kkl von LB 2 bzw. LB 1 vor. 
Für eine direkte Gegenüberstellung der Pinsel- und der Holzspatelmethode wurde die 
Kreuzklassifikation zur Darstellung gewählt (Tab. 11). Die zu fast hundert Prozent 
erreichte Übereinstimmung innerhalb der hohen und niedrigen Keimzahlklassen wurde 
für alle drei Stämme besonders deutlich. Lediglich bei L. paracasei ss paracasei E50/242 
wurde zweimal mit dem Holzspatelabdruck im Vergleich zur Pinselverimpfung eine um 
eine Einheit höhere Keimzahlklasse abgelesen. Dies führte jedoch nur einmalig zu 
einem Wechsel von niedrigen (LB 1 und LB 2) zu hohen Keimzahlklassen (LB 3 und 
LB 4). Die innerhalb der niedrigen Risiko-Kkl liegenden Differenzen waren 
bedeutungslos. 
Tab. 11: Übereinstimmung der Keimzahlklassen (Kkl) einer 48-Stunden-Kultur von 
ausgewählten Laktobazillen auf dem CRT®  bacteria bei Verimpfung mit Holzspatel und Pinsel  
(n = 3 Versuchsserien) 
 
 
Gegenüberstellung beider Kultursysteme – Dentocult® LB und CRT® bacteria 
Der Vergleich beider Kultursysteme bei unterschiedlicher Verimpfung der 
Laktobazillen mittels Pinsel und Holzspatel ist in Tabelle 12 dargestellt. Sowohl die 
angewandten Impfmethoden als auch beide Kultursysteme erwiesen sich hinsichtlich 
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der Laktobazillenausbeute als gleichwertig. Von 126 Paarvergleichen stimmten nur 
8 nicht überein. Allerdings wechselte dabei nur ein Befund zwischen niedriger und 
hoher Keimzahlkategorie. 
Tab. 12: Übereinstimmung der Keimzahlklassen (Kkl) einer 48-Stunden-Kultur von 
ausgewählten Laktobazillen mit dem CRT® bacteria und dem Dentocult LB bei Verimpfung 
der Keimsuspensionen mit Pinsel bzw. Holzspatel (n = 3 Versuchsserien) 
 
 
Skalierung der semiquantitativen Keimzahlklassen nach Pinselstrichverimpfung 
Mit den wiederum aus Dreifachbestimmungen auf Rogosa-Agar der Firma Mast 
bestimmten CFU-Werten (log CFU pro ml) konnten die Pinsel-Keimzahlklassen LB 1 
bis LB 4 der Laktobazillen auf dem CRT® bacteria  quantitativ unterlegt werden 
(Abb. 32). Insgesamt konnten 63 Befundpaare gegenübergestellt werden (Anhang 
Tab. 15). In allen Fällen war eine höhere Keimzahlklasse auch mit einer deutlichen 
Zunahme der LB-Zahlen verbunden. Die Keimzahlklassen LB 3 und LB 4 entsprachen 
im Mittel einer Keimzahl von 105-107 CFU pro ml Keimsuspension. 
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Abb. 32: Skalierung der LB-Keimzahlklassen bei Verimpfung mit einem Pinsel auf dem 
CRT® bacteria; mittlere Keimzahlen (log CFU pro ml) aller drei Laktobazillenstämme (Anhang 
Tab. 15) 
 
Signifikante Unterschiede bestanden sowohl zwischen den niedrigen (LB 1 und LB 2) 
und hohen Keimzahlklassen (LB 3 und LB 4) (p-Wert 0,0001) wie auch innerhalb der 
paarweise betrachteten Keimzahlklassen (Kkl LB 1 : LB 2 p-Wert 0,0001; Kkl 
LB 2 : LB 3 p-Wert 0,0006; Kkl LB 3 : LB 4 p-Wert 0,0001). 
 
5.2 Pilotstudie zur Pinseltechnik 
Bei 7 Kindern wurden 26 durchgebrochene Sechsjahrmolaren mit den Kulturbestecken 
Dentocult® SM Strip mutans und LB und mit dem CRT® bacteria site-spezifisch nach 
vorgegebenem Schema (Tab. 4, Kap. 6.5) mikrobiologisch kontrolliert und weiterhin 
der Speichel der Kinder nach herkömmlichen Vorgehen untersucht. Die Auswertung 
des Elternfragebogens ist im Anhang in den Tabellen 16 und 17 wiedergegeben. Vor 
Beginn der Untersuchung waren die Kinder in kein Präventionsregime eingebunden, 
eine regelmäßige Fluoridierung der Zähne durch den Zahnarzt erfolgte nicht. Bis auf 
eine Familie wurde mit fluoridiertem Speisesalz gekocht. Alle Kinder putzten 
mindestens zweimal täglich ihre Zähne, bis auf zwei Ausnahmen (Patient Nr. 6 und 7) 
benutzten sie Kinderzahnpasta. Die Angabe zum Wechsel der Zahnbürste reichte von 
“alle 3 Wochen“ bis zu „alle 3 Monate“. Eine Kontrolle des Putzerfolges durch die 
Eltern erfolgte gelegentlich, die Zähne wurden dazu jedoch nie angefärbt. Alle Kinder 
bekamen in den letzten Jahren Nuckelflaschen mit gesüßten Getränken; mehrheitlich 
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konnte auch eine hohe Frequenz süßer Zwischenmahlzeiten registriert werden. Eine 
Beeinträchtigung der mikrobiologischen Untersuchung durch die vorherige Einnahme 
von Antibiotika wurde ausgeschlossen (Anhang Tab. 16 und 17).  
Die Abbildungen 33 und 34 (Anhang Tab. 18 bis 20) veranschaulichen die 
Gebisssituation und den Mundhygienezustand für jedes Kind, sowie die Höhe der 
Keimzahlklassen von Mutans-Streptokokken und Laktobazillen in der Fissurenplaque 
der jeweiligen Molaren und im Speichel. Im Mittel hatten die Kinder noch 16 
Milchzähne (t) und bereits 7 Zähne der permanenten Dentition (T). Die bleibenden 
Zähne waren bis auf vier Molaren bei drei Kindern kariesfrei (D1-4 = 0). An den vier 
Molaren wurden bereits initial kariös verfärbte Fissuren (IS) registriert. Die Milchzähne 
der Kinder hatten einen dmf(t) zwischen 4 und 17, wobei die d(t)-Komponente im 
Mittel bei 1, die m(t)-Komponente bei 4 und die f(t)-Komponente bei 2 lag. Zwei 
Milchzähne (Pat. Nr. 1) hatten auch initial kariöse Läsionen (is). Eine gute bis mäßige 
Mundhygiene wurde mit dem Plaqueindex (QHI) von 0,5 bis 2,9 und dem Papillen-
Blutungs-Index (PBI) von 8 bis 38 registriert.  
In der Fissurenplaque aller Molaren lagen mit Ausnahme eines Kindes (Pat.-Nr. 4) hohe 
Keimzahlklassen der Mutans-Streptokokken vor, die mit ebenso hohen 
Keimzahlklassen im Speichel einhergingen. 
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Patient Mutans-Streptokokken Laktobazillen 
 
 
Pat. Nr.:  1 
is/IS:   2/1 
d(t):   1 
m(t):   0 
f(t):   4 
dmf(t):  5 
t/T:  20/2 
QHI:  1,9 
PBI:  24 
 
Pat. Nr.:  2 
is/IS:  0/0 
d(t):   1 
m(t):   4 
f(t):   3 
dmf(t):  8 
t/T:  16/6 
QHI:  2,8 
PBI:  38 
 
Pat. Nr.:  3 
is/IS:  0/1 
d(t):   0 
m(t):   4 
f(t):   0 
dmf(t):  4 
t/T:  16/8 
QHI:  0,5 
PBI:  8 
 
Pat. Nr.:  4 
is/IS:  0/0 
d(t):   1 
m(t):   5 
f(t):   0 
dmf(t):   6 
t/T:  15/8 
QHI:   1,7 
PBI:   18 
 
Abb. 33: Patient Nr. 1 bis Nr. 4 (von oben nach unten): Mundhygiene Status (links); 
Keimzahlklassen (Kkl) von Mutans-Streptokokken (Mitte) und Laktobazillen (rechts) in der 
Fissurenplaque der Molaren (16 bis 46) und im Speichel 
 
0
1
2
3
36 46 Speichel
Dentocult CRT
1
2
3
4
36 46 Speichel
Dentocult CRT
0
1
2
3
16 26 36 46 Speichel
Dentocult CRT
1
2
3
4
16 26 36 46 Speichel
Dentocult CRT
0
1
2
3
16 26 36 46 Speichel
Dentocult CRT
1
2
3
4
16 26 36 46 Speichel
Dentocult CRT
Kkl Kkl 
Kkl Kkl 
Kkl Kkl 
0
1
2
3
16 26 36 46 Speichel
Dentocult CRT
1
2
3
4
16 26 36 46 Speichel
Dentocult CRT
Kkl Kkl 
5  ERGEBNISSE  61 
 
 
 
Patient Mutans-Streptokokken Laktobazillen 
 
 
Pat. Nr.:  5 
is/IS:  0/0 
d(t):   0 
m(t):   4 
f(t):   2 
dmf(t):  6 
t/T:  16/6 
QHI:  2,9 
PBI:  38 
 
Pat. Nr.:  6 
is/IS:  0/0 
d(t):   2 
m(t):   6 
f(t):   2 
dmf(t):  10 
t/T:  14/7 
QHI:  2,1 
PBI:  9 
 
Pat. Nr.:  7 
is/IS:  0/2 
d(t):   0 
m(t):   8 
f(t):   8 
dmf(t):  16 
t/T:  12/10 
QHI:  2,7 
PBI:  28 
 
Abb. 34: Patient Nr. 5 bis Nr. 7 (von oben nach unten): Mundhygiene Status (links); 
Keimzahlklassen (Kkl) von Mutans-Streptokokken (Mitte) und Laktobazillen (rechts) in der 
Fissurenplaque der Molaren (16 bis 46) und im Speichel 
 
0
1
2
3
16 26 36 46 Speichel
Dentocult CRT
1
2
3
4
16 26 36 46 Speichel
Dentocult CRT
0
1
2
3
16 26 36 46 Speichel
Dentocult CRT
1
2
3
4
16 26 36 46 Speichel
Dentocult CRT
0
1
2
3
16 26 36 46 Speichel
Dentocult CRT
1
2
3
4
16 26 36 46 Speichel
Dentocult CRT
Kkl Kkl 
Kkl Kkl 
Kkl Kkl 
5  ERGEBNISSE  62 
 
Die beiden Kulturbestecke (Dentocult® SM Strip mutans und CRT® bacteria) kamen zu 
übereinstimmenden Ergebnissen; eine zusammenfassende Übersicht zeigt Tabelle 13. 
Tab. 13: Gegenüberstellung der Keimzahlklassen (Kkl) an Mutans-Streptokokken auf dem 
CRT® bacteria und Dentocult SM nach strichförmiger Verimpfung der Fissurenplaque mit 
einem Pinsel (n = 26) (links) und nach Speichelverimpfung (n = 7) (rechts) 
     
 
Beim Laktobazillennachweis wurden von vier Okklusalflächen (Pat.-Nr. 3: Zahn 16, 
Pat.-Nr. 5: Zahn 46, Pat.-Nr. 6: Zahn 26 und Pat.-Nr. 7: Zahn 16) unterschiedliche 
semiquantitative Befunde auf den Kultursystemen erhoben, die sich aber innerhalb der 
Kategorien niedriger (LB 1 und LB 2) oder hoher (LB 3 und LB 4) Keimzahlklassen 
bewegten. Im Speichel eines der letzteren Kinder (Pat.-Nr. 6) und bei einem weiteren 
Kind (Pat.-Nr. 1) differierten die Kulturbestecke um eine Keimzahlklasse innerhalb der 
Kategorie hoher Keimzahlklassen von LB 3 und LB 4. Bei 6 Kindern lagen auch hohe 
Laktobazillen-Keimzahlklassen im Speichel vor. Beide Kulturbestecke führten zu gleich 
hohen Risikoeinstufungen; die Übersicht zeigt Tabelle 14. 
Tab. 14: Gegenüberstellung der Keimzahlklassen (Kkl) an Laktobazillen auf dem 
CRT® bacteria und Dentocult LB nach strichförmiger Verimpfung der Fissurenplaque mit 
einem Pinsel (n = 26) (links) und nach Speichelverimpfung (n = 7) (rechts) 
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In der Abbildung 35 sind zur Veranschaulichung Ergebnisse nach flächenspezifischer 
Plaqueuntersuchung der Molaren (16, 26, 36, 46) und nach Speicheluntersuchung eines 
Patienten (Pat. Nr. 3) auf beiden Kulturbestecken dokumentiert. Die Übereinstimmung 
der Befunde ist deutlich erkennbar. 
 
              
 A B C D 
 
   
 A B C D 
Abb. 35: Mutans-Streptokokken- (links) und Laktobazillenbefunde (rechts) auf Dentocult® SM 
und LB (oben) und CRT® bacteria (unten) von Zahn 16, 26, 36 und 46 nach strichförmiger 
Verimpfung aus Plaque (A + C) im Vergleich zum Speichelbefund auf der gesamten Agar-
oberfläche (B + D) (Patient Nr. 3) 
5  ERGEBNISSE  64 
 
Abschließend zeigt Abbildung 36 die direkte Gegenüberstellung der Kultursysteme 
nach Arealbeimpfung mit einem Pinsel. Sowohl die Mutans-Streptokokken-Befunde auf 
Dentocult® SM und CRT® bacteria SM (links, Pat. Nr. 5) als auch die Befunde für 
Laktobazillen auf Dentocult® LB und CRT® bacteria LB (rechts, Pat. Nr. 4) stimmten 
überein.  
       
 A B C D 
Abb. 36: Keimzahlklassen in der Fissurenplaque vom Zahn 16, 26, 36 und 46 nach 
strichförmiger Verimpfung auf dem Dentocult SM (A) im Vergleich zum CRT bacteria (B) 
(Patient Nr. 5) (links) und auf Dentocult LB (C) im Vergleich zum CRT bacteria (D) (Patient 
Nr. 4) (rechts) 
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6 Diskussion 
Karies ist zwar so alt wie die Menschheit, aber erst Mitte der 60er Jahre des letzten 
Jahrhunderts wurde in Kariesmodellexperimenten mit konventionell und gnotobiotisch 
gehaltenen Versuchstieren die Bedeutung der Mutans-Streptokokken für die 
Kariesauslösung und -progression bewiesen (Orland et al. 1954, Orland et al. 1955, 
Fitzgerald und Keyes 1960). Bis dahin wurden Laktobazillen als die Verursacher der 
Karies angesehen, die heute als Indikatoren eines hohen Zuckerkonsums (Larmas 1985) 
gelten, die Progression der Karies fördern bzw. für die Auslösung einer Sekundärkaries 
von Bedeutung sein können.  
Es ist daher nicht verwunderlich, dass die wissenschaftliche Zahnheilkunde seit dieser 
Zeit am Nachweis beider Keimgruppen interessiert war und eine symptomatisch 
ausgerichtete Kariesprävention durch kausale Strategien, nämlich die Kontrolle der 
kariogenen Keime, ergänzen wollte. Die kariesprotektive Wirkung von Fluoriden war 
immerhin seit vielen Jahrzehnten bekannt. So empfahl der Pariser Hofzahnarzt 
Malagou-Antoine Désirabode (*1781, †1851) Fluoridsalze direkt in die kariöse Kavität 
einzubringen, um erweichtes Dentin zu härten (Désirabode 1843). Eager erkannte 1902 
den Zusammenhang zwischen der Trinkwasserqualität und dem Auftreten von 
geflecktem Zahnschmelz (mottled enamel). Black (1914) sah in erhöhtem Fluoridgehalt 
dieser Zähne einen „Schlüssel zur Lösung des Kariesproblems“. Dean (*1893, †1962) 
konnte mit epidemiologischen Untersuchungen zwischen 1933 und 1942 die Beziehung 
zwischen Kariesfrequenz und Trinkwasserfluoridgehalt statistisch gesichert belegen 
(Dean 1933, Dean 1934, Dean 1936, Dean und Elvolve 1936, Dean 1938, Dean et al. 
1941, Dean et al. 1942). Die kontinuierliche Anwendung von Fluoriden zur Erhöhung 
der Schmelzresistenz in Fluoridanwendungsprogrammen und Zahnpasten könnte eine 
Ursache für den Kariesrückgang in europäischen und außereuropäischen 
Industrieländern sein (Glass 1982, Guggenheim 1984, Künzel 1997). 
In den letzten 50 Jahren wurde nun verstärkt der Frage nachgegangen, ob der Nachweis 
der beiden Keimgruppen im Speichel tatsächlich einen Wert für eine zielgerichtete 
Kariesprävention hat oder nicht. So forderte Krasse (1954) eine Untersuchung von 
Plaqueproben, weil er keine Korrelation zwischen den Keimzahlen von oralen 
Streptokokken in stimulierten Speichelproben und in dazugehörigen Plaqueproben fand. 
Krasse (1954) schrieb: „In studies of oral streptococci in relation to dental caries it is 
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essential that plaque material be used.” (In Studien oraler Streptokokken im 
Zusammenhang mit Karies ist es wichtig, Plaqueproben als Untersuchungsmaterial zu 
nutzen). Es konnte aber später nachgewiesen werden, dass das Vorkommen der Mutans-
Streptokokken im Speichel tatsächlich ihr Vorkommen in der Plaque reflektiert und 
dass mit einfachen Speicheluntersuchungen die kariogene Situation in der Plaque 
erfassbar ist (Togelius et al. 1984, Lindquist et al. 1989, Lindquist und Emilson 1990, 
Mundorff et al. 1990, Sullivan et al. 1996, Kneist et al. 1998c). Powell (1998) konnte in 
ihrer Meta-Analyse von 42 Kariesrisikostudien Mutans-Streptokokken als die besten 
Prädiktoren für den Erhalt der Zahngesundheit im Milchgebiss aufzeigen. Dennoch ist 
für den Kliniker heute noch die Karieserfahrung der beste Prädiktor für eine zukünftige 
Kariesgefährdung; allerdings ist dann die Chance einer primären Zahngesundheit schon 
verspielt.  
Vor etwa 20 Jahren berichtete erstmals Glass (1982) von einer „Polarisierung“ des 
Kariesbefalls. Bei einem nachweisbaren Kariesrückgang in den Industriestaaten der 
Welt vereinen 20 % der Bevölkerung etwa 80 % der Karies auf sich. Die Polarisierung 
des Kariesbefalls basiert dabei auch auf der Polarisierung einzelner Zahnflächen 
(Anderson 2002). Die Okklusalflächen der Molaren mit ihren Grübchen und Fissuren 
sind die Zahnflächen mit dem höchsten Kariesrisiko (Heinrich-Weltzien et al. 1998b, 
Heinrich-Weltzien und Kneist 2000, Oehme et al. 2001, Anderson 2002). Bereits 
Loesche (1986) und Lindquist und Emilson (1990) führten die besondere Gefährdung 
der Okklusalflächen auf die Kolonisierungsfolge der Mutans-Streptokokken zurück. 
Posterior stehende Zähne und ihre Zahnflächen wiesen eine stärkere Besiedlung auf als 
der anteriore Bereich. Eine bilaterale Symmetrie, wie sie bereits von Keene et al. (1981) 
und Kristoffersson et al. (1984) für die Approximalflächen beschrieben wurde, konnte 
ebenfalls bestätigt werden. Vergleiche von Ober- und Unterkiefer zeigten, dass die 
Prämolaren und die Frontzähne im Oberkiefer stärker besiedelt waren, während im 
Unterkiefer die Molaren eine signifikant höhere Besiedlung mit Mutans-Streptokokken 
zeigten.  
Die frühkindliche Karies ist bei dem beobachteten Kariesrückgang aber weltweit im 
Ansteigen und die Milchzähne bleiben mehrheitlich unbehandelt (Borutta et al. 2002). 
Epidemiologische Angaben für Deutschland schwanken zwischen 5 und 32 % und 
lassen die frühkindliche Karies zu einer ernstzunehmenden epidemiologischen Größe 
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ansteigen. Grund dafür ist die Störung der biologischen Kolonisierungsfolge der 
Mutans-Streptokokken durch Zuckerabusus via Babyflasche; die oberen Schneidezähne 
der Kinder sind zuerst betroffen. Die vorliegende Studie sollte sich daher erneut dem 
Nachweis von Mutans-Streptokokken und Laktobazillen im Speichel bzw. in der Plaque 
von Kindern widmen. Ein flächenspezifischer Nachweis der Keime sollte in vitro 
erprobt und in einer Pilotstudie umgesetzt werden. Die herkömmlichen Kultursysteme 
Dentocult und CRT bacteria wurden am konventionellen mikrobiologischen 
Vorgehen gemessen. 
 
6.1 Mutans-Streptokokken – In-vitro-Studie 
Die Grundlage für das heute gebräuchlichste Selektivmedium zur Anzucht von Mutans-
Streptokokken geht auf Chapman et al. (1944) zurück. Die Autoren führten den Mitis-
salivarius-Agar zur Trennung α-hämolysierender Streptokokken von fäkalen 
Streptokokken in die klinische Mikrobiologie ein. Gold et al. (1973) modifizierten den 
Agar zur Anzucht von Mutans-Streptokokken durch Zusatz von 20 % Saccharose und 
0,2 Einheiten Bacitracin pro ml (MSB-Agar). Der Saccharoseanteil fördert das 
Wachstum von S. mutans und S. sobrinus (Abb. 37), während durch das Bacitracin ein 
großer Anteil der übrigen Begleitflora unterdrückt wird. Dieses Kulturmedium ist bis 
heute der „Goldstandard“ zum mikrobiologischen Nachweis von Mutans-Streptokokken 
und findet auf allen Kultursystemen zum semiquantitativen Keimnachweis von Mutans-
Streptokokken Verwendung. 
 
Abb. 37: Mutans-Streptokokken (S. sobrinus in einem Exsudattropfen extrazellulärer 
Polysaccharide und S. mutans mit maulbeerförmiger Kolonie) auf Mitis-salivarius-Agar mit 
Bacitracin (25-fache Vergrößerung) 
S. sobrinus 
S. mutans
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Köhler und Bratthall (1979) führten als erstes semiquantitatives „Schnellverfahren“ die 
Holzspatelmethode ein. Ein Holzspatel wurde auf der Zunge mehrfach gedreht und 
anschließend auf MSB-Agar gestempelt. Nach Bebrütung wurden die Mutans-
Streptokokken nach der Dichte der Kolonien auf dem Holzspatelabdruck als 
Keimzahlklassen abgelesen. Parallel dazu untersuchten Köhler und Bratthall 1 ml 
stimulierten Speichel der gleichen Probanden auf MSB-Agar und quantifizierten die 
Keimzahlklassen von SM 0 bis SM 3. Damit war der erste, schnelle und 
semiquantitative Nachweis von Mutans-Streptokokken aus Speichelproben etabliert. 
Das Verfahren erforderte aber Rodac-Platten, die im Vergleich zu Petrischalen bis zum 
oberen Rand mit Agar beschickt sind, so dass auf der gewölbten Agaroberfläche ein 
Holzspatelabdruck möglich ist. In der Praxis stehen solche Rodac-Platten dem Zahnarzt 
gewöhnlich nicht zur Verfügung.  
Alaluusa et al. stellten 1984 den ersten „Dip-slide-Test“ für die zahnärztliche Praxis auf 
der Basis von Mitis-salivarius-Agar vor. Der Agar war zunächst ohne Bacitracinzusatz 
gegenüber MSB-Agar (Haltbarkeit maximal eine Woche) länger haltbar und wurde 
deshalb bevorzugt. Erst unmittelbar nach dem Beimpfen mit Speichel wurden zwei 
Bacitracinblättchen (5 µg) auf die Agarfläche gelegt. Allein Mutans-Streptokokken 
konnten in der Hemmzone des Peptidantibiotikums wachsen und wurden wiederum 
semiquantitativ in Keimzahlklassen abgelesen (Abb. 38). 
 
Abb. 38: „Dip-slide-Test“ nach Alaluusa et al. (1984) (L. Laurisch, Korschenbroich) 
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Auf Jensen und Bratthall (1989) geht der heute weit verbreitete 
Dentocult® SM Strip mutans (Abb. 39) (Orion Diagnostica, Espoo, Finnland) zurück. 
Der Test nutzt die Eigenschaften der Mutans-Streptokokken, nämlich ihre Adhärenz, 
hohe Saccharosetoleranz und Bacitracinresistenz. In einer Mitis-salivarius-Bouillon 
(30 % Saccharose) adhärieren die Mutans-Streptokokken an einem Plastikspatel; die 
unerwünschte Begleitflora kann nicht adhärieren bzw. wird durch das Bacitracin, das 
auf einem Filterpapierblättchen (0,36 Einheiten Bacitracin pro ml) zugesetzt wird, 
unterdrückt. Der Plastikspatel wird mehrmals auf der Zunge gedreht, bei geschlossenen 
Lippen entnommen und in der Bouillon bebrütet. Das Verfahren stellt eine 
Weiterentwicklung der von Köhler und Bratthall (1979) vorgestellten 
Holzspatelmethode und der von Matsukubo et al. (1981, 1983) empfohlenen 
Adhärenztechnik dar. 
 
Abb. 39: Makrokolonien von Mutans-Streptokokken auf dem Plastikspatel von 
Dentocult® SM Strip mutans (25-fache Vergrößerung) 
 
Im Jahre 1995 führte die Firma Hain Diagnostika mit dem CarioCheck® den ersten 
Doppeltest zur Bestimmung von Mutans-Streptokokken und Laktobazillen ein. Zum 
Mutans-Streptokokken-Nachweis ist eine Seite des Kulturträgers mit MSB-Agar 
beschickt. Mit der Einführung des Kariesrisikotests (Caries risk Test; CRT® bacteria) 
der Firma Ivoclar Vivadent GmbH (Schaan, Lichtenstein) 1998 kam ein weiterer 
Doppeltest zum semiquantitativen Nachweis der Mutans-Streptokokken und 
Laktobazillen auf den Markt. Der MSB-Agar wurde bei diesem Kultursystem von 
Laurisch (1997) in seinem Saccharosegehalt auf 41 Prozent (MS41B-Agar) angehoben.  
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Die Nachweisgrenze für Mutans-Streptokokken wurde damit noch empfindlicher 
gestaltet (Kneist et al. 1999a). 
Wallmann und Krasse (1993) führten erste zahnflächenspezifische Chair-side-Verfahren 
in die Zahnmedizin ein. Die Autoren nutzten einen spitzen Zahnstocher zur 
Plaqueentnahme und verimpften die Plaque auf dem Chair-side-Test Dentocult® SM 
Strip mutans. Die Methode wurde besonders zur Untersuchung von Kronenrändern 
empfohlen (Wallman und Krasse 1993). Eine Qualitätskontrolle, also der Vergleich der 
Ergebnisse mit Ergebnissen einer Standardmethode, lag damals noch nicht vor. 
Das zunehmende Interesse an seitenspezifischen Plaqueuntersuchungen wurde 
anlässlich des internationalen Kongresses der „International Health Care Foundation“ 
1997 in Leipzig dokumentiert; die wissenschaftlichen Beiträge fanden ihren 
Niederschlag in dem Buch mit dem Titel „Plaque – Prophylaxe und Therapie“ 
(Schneider 1998). Billings und Moss (1998) berichten darin über das Sammeln von 
Plaqueproben aus okklusalen Fissuren zweiter Molaren von 12-jährigen Kindern. Die 
Autoren verimpften die Plaqueproben auf dem gerade erst auf den Markt gebrachten 
„seitenspezifischen“ Dentocult® SM Strip mutans, der auf erhabenen Arealen des 
Plastikspatels das separate Verimpfen von vier Plaqueproben erlaubte (Bratthall et al. 
1996). Billings und Moss (1998) untersuchten parallel dazu Speichelproben der Kinder 
auf MSB-Agar und konnten wie zuvor Togelius et al. (1984), Lindquist et al. (1989), 
Lindquist und Emilson (1990), Mundorff et al. (1990), Sullivan et al. (1996) und Kneist 
et al. (1998c) einen positiven Zusammenhang von Speichelkeimzahlen an Mutans-
Streptokokken und ihrem zahnflächenbezogenen Vorkommen nachweisen. 
Auch Twetman (1998) berichtete über die zahnflächenbezogene Plaquekontrolle. Als 
Hilfsmittel schlug er den bekannten Interdentalkeil, einen Zahnstocher, Zahnseide oder 
eine Einmalbürste zur Plaqueentnahme vor. Splieth (1998) empfahl einen Einmalpinsel 
zur Entnahme und Verimpfung von Plaqueproben auf dem unterteilten Plastikspatel des 
Dentocult®-SM-Kulturbesteckes. 
In der vorliegenden Studie sollten die Kultursysteme Dentocult® SM  und 
CRT® bacteria SM zum zahnflächenbezogenen Nachweis von Mutans-Streptokokken in 
Kombination mit unterschiedlichen Plaqueentnahmeverfahren vergleichend beurteilt 
werden. Die Keimzahl einer flächenspezifischen Arealbeimpfung wurde bislang nur 
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wenig hinterfragt (Bratthall et al. 1996) und Erfahrungen mit dem CRT® bacteria lagen 
nicht vor. 2002 schlug Laurisch den CRT® bacteria zum Monitoring 
wurzelkariesgefährdeter Zahnhalsflächen vor (Laurisch 2002). Die Auswertung 
flächenspezifischer Befunde erfolgte analog der Bewertung des 
Gesamtspeichelbefundes in Keimzahlklassen nach der Dichte der Kolonien. Es wurde 
nicht geklärt, ob eine kleinere Fläche das Ablesen und die damit vorgenommene 
Risikoeinstufung beeinflusst.  
Mit der vorliegenden Pilotstudie sollte weiterhin der Frage nachgegangen werden, ob 
eine unerwünschte Begleitflora die Zuordnung des Befundes zu einer Keimzahlklasse 
stört.  
So beschrieben El-Nadeef (1991) und Kneist (1998) häufig auftretende 
Begleitphänomene in der mikrobiologischen Speicheldiagnostik. Durch den Einfluss 
einer unerwünschten Begleitflora, beispielsweise Staphylokokken, kann es zwar zur 
Trübung der Dentocult®-SM-Bouillon kommen, aber am Plastikspatel selbst haften nur 
Mutans-Streptokokken. Analog zur Trübung können Nicht-Mutans-Streptokokken auf 
dem MS41B-Agar des CRT® bacteria Kolonien bilden, die von Mutans-Streptokokken 
oder Laktobazillen makroskopisch abgegrenzt werden müssen. Bei den hohen 
Keimzahklassen von Mutans-Streptokokken oder Laktobazillen kommt dies nach Kneist 
und Heinrich-Weltzien (2001) aber nur in weit unter 5 % der Fälle vor. 
Die vorliegende Untersuchung schloss zunächst Referenzstämme ein. Standardisiert 
angezüchtete Stämme der Mutans-Streptokokken, S. mutans NCTC 10449 und 
S. sobrinus OMZ 176 bzw. S. sobrinus OMZ 65 wurden zum Vergleich der 
Impfverfahren herangezogen. In Anlehnung an Köhler und Bratthall (1979), 
Twetman (1998) und Splieth (1998) wurde ein Einmalpinsel zum flächenspezifischen 
Verimpfen der Bakteriensuspensionen auf dem unterteilten Plastikspatel des 
Dentocult®-SM-Kulturbestecks angewandt, der runde Plastikspatel des Dentocult®-SM-
Kulturbestecks sowie ein Holzspatel und ein Einmalpinsel auf dem CRT®-bacteria-SM-
Test. Parallel dazu wurden die Suspensionen der 24-Stunden-Kulturen auf den 
adäquaten Kulturmedien ausgespatelt.  
Die quantitative Bestimmung der Keimzahlen auf den adäquaten Kulturmedien der 
Kulturbestecke zeigte tendenziell eine für Mutans-Streptokokken um etwa eine 
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Zehnerpotenz höhere Keimausbeute auf dem MS41B-Agar im Vergleich zum 
herkömmlichen MSB-Agar (Kap. 5.1.1, Abb. 13-15; Anhang Tab. 5).  
Auch Kneist et al. (1998b) konnten zuvor in einer vergleichenden Untersuchung beider 
Agare mit Referenzstämmen und 31 Speichelproben auf MS41B-Agar eine höhere 
Selektivität und Keimausbeute für Mutans-Streptokokken im Vergleich zu MSB-Agar 
nachweisen. In einer nachfolgenden Untersuchung von 150 Speichelproben 7- bis 
8-jähriger Kinder im Rahmen der Erfurter Kariesrisikostudie bestätigten 
Kneist et al. (1998) die Überlegenheit des CRT® bacteria SM (MS41B-Agar) 
gegenüber dem Dentocult®-SM-Kulturbesteck (MSB-Bouillon) in 11 % der Fälle. 
Die hohe Übereinstimmung der angezüchteten Keimzahlen der drei Stämme auf 
Arealen bzw. der gesamten Oberfläche der beiden Kultursysteme unter Verwendung 
eines Pinsels, Holz- oder Plastikspatels sprach für die Gleichwertigkeit der 
Kultursysteme und Impfmethoden.  
Die Kultursysteme erwiesen sich zur Anzucht von Mutans-Streptokokken bei 
Betrachtung der 54 Fälle, die ausschließlich auf der Pinselverimpfung basierten, ebenso 
als gleichwertig (Kap. 5.1.1, Tab. 7). Nur vier der mit dem Pinsel auf dem 
CRT® bacteria SM erreichten Keimzahlklassen führten zur Einschätzung „hohes 
Kariesrisiko“, während sie auf dem Dentocult® SM mit „niedrigem Kariesrisiko“ 
eingeschätzt wurden. Diese bei 54 Befundpaaren geringfügigen Abweichungen dürften 
auf die tendenziell erhöhte Keimausbeute auf dem MS41B-Agar zurückzuführen sein. 
Auf Dentocult® SM Strip mutans lagen nur in vier von 54 Befundpaaren bei 
Verwendung von S. mutans NCTC 10449 und S. sobrinus OMZ 176 die 
Pinselkeimzahlklassen (niedriges Risiko) unter den Plastikspatelkeimzahlklassen (hohes 
Risiko) (Kap. 5.1.1, Tab. 5). Mit dem Pinsel wurden unter Verwendung von S. sobrinus 
OMZ 65 allerdings auch dreimal höhere Keimzahlklassen als mit dem Plastikspatel 
erreicht, so dass keiner dieser beiden Methoden der Vorzug eingeräumt werden kann.  
Die Keimzahlklassen auf dem CRT® bacteria - verimpft mit Holzspatel bzw. Pinsel - 
waren nahezu gleich. Nur einmal wurde mit dem Holzspatel eine höhere 
Keimzahlklasse als mit dem Pinsel erzeugt, dies hatte jedoch keinen Einfluss auf die 
Risikoeinstufung (Kap. 5.1.1, Tab. 6).  
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Eine größere Impffläche bei Verwendung des Spatels (Holz/ Plastik) besaß gegenüber 
der kleineren Fläche unter Verwendung des Pinsels keinen Vorteil; signifikante 
Unterschiede in den Keimzahlklassen lagen nicht vor.  
Kneist et al. (1996) konnten in vorangegangenen Untersuchungen zeigen, dass 
kommerzielle Speicheltests zum Nachweis von Mutans-Streptokokken den klassischen 
Labormethoden gleichwertig sind. Die Verwendung der Chair-side-Tests zum 
flächenspezifischen Nachweis der Mutans-Streptokokken konnte mit den In-vitro-
Untersuchungen bestätigt werden.  
Jensen und Bratthall (1989) hatten mit Einführung des Dentocult® SM Strip mutans die 
Keimzahlklassen quantitativ durch Mitführung des MSB-Agars mit Speichelproben von 
302 7- bis 12-jährigen Kindern untersetzt und weiterhin mit der Holzspatelmethode 
verglichen. Basis des Vergleichs war die Bildung von vier quantitativen 
Keimzahlgruppen (< 104, 104-5, 105-6 und > 106), denen Keimzahlklassen von SM 0 bis 
SM 3 zugeordnet wurden. Die Autoren wiesen eine über 80-prozentige 
Übereinstimmung der Methoden nach. Sie entnahmen die Speichelproben weiterhin 
auch zweifach; Keimzahlunterschiede traten nicht auf.  
1996 empfahlen Bratthall et al. die zahnflächenspezifische Plaquekontrolle. Sie 
untersuchten Personal und Patienten der „Dental School“ (Universität Lund, Schweden) 
im mittleren Alter von 35 ± 12 Jahren. Mit dem „Te-Pe“-Zahnholzkeil (Te-Pe Röd, 
EkMalmö and Petersson, Malmö, Schweden) entnahmen sie von den 
Approximalräumen der Zähne 27 mesial, 26 mesial, 44 mesial und 43 distal 
Plaqueproben. Die Zahnflächen wurden zuvor durch leichtes Luftblasen getrocknet. 
Durch den dreieckigen Querschnitt passen diese Zahnholzkeile gut in Approximalräume 
(Abb. 40, links) (Kristoffersson und Bratthall 1982, Bratthall et al. 1996). Die Holzkeile 
wurden dann auf dem Plastikspatel (seitenspezifische Plastikspatel des Dentocult-SM-
Kulturbesteckes) in kreisförmigen Bewegungen unter leichtem Druck verimpft. Dabei 
wurde die Plaque der mesialen und distalen Zahnfläche auf den separaten Bereichen des 
Plastikspatels aufgebracht (Abb. 40, rechts). 
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Abb. 40: Plaqueentnahme mit Interdentalkeil (links) und schematisches Verimpfen der 
Plaqueprobe (rechts) (Bratthall et al. 1996) 
 
Alternierend zum Plastikspatel wurden Rodac-Platten mit dem Holzkeil beimpft. Auf 
die quantitative Bestimmung der Keimzahl (CFU pro ml) durch mikrobiologische 
Standardmethoden (Verdünnung der Plaqueproben) wurde verzichtet. So konnte nur 
eine signifikante Korrelation zwischen hohen Keimzahlen an Mutans-Streptokokken auf 
der beimpften Fläche des Plastikspatels und der dazugehörigen Abdruckfläche auf der 
Rodac-Platte nachgewiesen werden. 
In der vorliegenden Studie konnte eine Zuordnung der CFU zu den durch verschiedene 
Impfmethoden erreichten Keimzahlklassen auf MSB- und MS41B-Agar vorgenommen 
werden. Eine signifikante Zunahme der Mutans-Streptokokken-Zahlen mit jeder 
Keimzahlklasse wurde deutlich. Nur die Keimzahlklassen SM 0 und SM 1 auf dem 
Dentocult®-SM-Kulturbesteck ließen keine signifikante Trennung zu. Sowohl auf dem 
CRT® bacteria SM, als auch auf Dentocult® SM, konnten die Kkl SM 0 und SM 1 
(niedriges Kariesrisiko) mit einer CFU pro ml von 102-103 unterlegt werden. Die 
Kkl SM 3 und SM 4 entsprachen im Mittel einer CFU pro ml von 105-106. Die 
tendenziell höhere Keimausbeute auf dem CRT® bacteria SM hatte in 
Übereinstimmung mit Kneist et al. (1998c) auf die Zuordnung der CFU pro ml zu den 
entsprechenden Kkl im Vergleich zum Dentocult® SM keinen signifikanten Einfluss. 
Kneist et al. (1998c) unterlegten die Kkl SM 2 und SM 3 mit einer CFU von >105 
Mutans-Streptokokken pro ml Speichel. In der vorliegenden Studie wurden die 
Ergebnisse mit Referenzstämmen bestätigt (Kap. 4.1, Tab.1 ). 
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6.2 Laktobazillen – In-vitro-Studie 
Bis Mitte des letzten Jahrhunderts wurden Laktobazillen auf Tomatensaft-Agar 
angezüchtet. Das erste synthetische Selektivmedium geht auf Rogosa et al. (1951) 
zurück. Ein besonders niedriger pH-Wert von 5,5 fördert das Wachstum der 
Laktobazillen und unterdrückt die meisten anderen oralen Keime. Wachstumshemmend 
wirkt auch die hohe Azetatkonzentration des Mediums. Laktobazillen wachsen auf 
Rogosa-Agar als weiße, runde und glänzende Kolonien (Abb. 41).  
 
Abb. 41: Kolonien von Laktobazillen auf Rogosa-Agar (30-fache Vergrößerung) 
 
Rogosa-Agar wird heute auf allen mikrobiologischen Chair-side-Tests zur Anzucht von 
Laktobazillen verwandt. Auf Larmas (1975) geht das älteste Verfahren zum 
Laktobazillennachweis in der zahnärztlichen Praxis zurück. Diese einfache Methode 
wird bis heute im Dentocult®-LB-Besteck genutzt. Grundlage ist ein mit Rogosa-Agar 
(Rogosa et al. 1951) beschichteter Träger, der mit paraffinstimuliertem Speichel beimpft 
und 48 Stunden bei 35 ± 2 °C bebrütet wird. 
Den Grundstein für einen schnellen, semiquantitativen Screening-Test legten 
Westergren und Krasse (1978). Die Autoren verimpften verdünnte Speichelproben auf 
Rogosa-Agar und lasen die Keimzahlen - wie später auch bei den Mutans-
Streptokokken - in semiquantitativen Keimzahlklassen ab (Abb. 42). 
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Abb. 42: Erster semiquantitativer Nachweis von Laktobazillen im Speichel (Westergren und 
Krasse 1978) 
 
Auch der CRT® bacteria LB ist mit Rogosa-Agar beschickt. In der vorliegenden 
Untersuchung wurde für das konventionelle Vorgehen, also das Ausspateln der 
Bakteriensuspensionen, Rogosa-Agar der Firmen Mast (CRT® bacteria LB) und Difco 
(Dentocult® LB) eingesetzt, um Fehler in der Keimzahlbestimmung aufgrund 
herstellerspezifischer Unterschiede in den Kulturmedien zu vermeiden. 
Für die In-vitro-Untersuchungen wurden die Stämme L. plantarum IMET 10691, 
L. casei IMET 10692 und L. paracasei ss paracasei E50/242 verwendet. 
In der Erfurter Kariesrisikostudie konnten Kneist et al. (1998d) unter anderem 
L. paracasei ss paracasei mit 68 % als dominierende Spezies unter 18 weiteren 
Laktobazillenarten ausmachen. Auch Botha et al. (1998) konnten L. paracasei als 
dominierende Art aus kariösem Dentin isolieren. Nach Beighton und Brailsford (1998) 
gehören neben weiteren auch L. casei und L. plantarum zu den in der Mundhöhle häufig 
vorkommenden Arten. Smith et al. (2001) isolierten aus Speichelproben von 
93 Patienten 104 Bakterienstämme, von denen 65 % zu den Laktobazillen zählten; bei 
17 % der Stämme handelte es sich um L. casei und bei 9 % der Stämme um 
L. plantarum. Insofern wurden repräsentative Laktobazillenarten in die Untersuchung 
einbezogen. 
 0 
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Die Kulturmedien der Firma Difco und der Firma Mast führten nach 48-stündiger 
Bebrütung zu einer gleich hohen Keimausbeute. Dies steht in Übereinstimmung mit 
Kneist und Heinrich-Weltzien (1998), die in vergleichenden Studien mit dem 
Dentocult® LB und dem CRT® bacteria LB gleich hohe bzw. niedrige Keimzahlklassen 
registrierten. 
Im Gegensatz zur Untersuchung von Laktobazillen im Speichel ist ihr Nachweis in der 
Plaque von bestimmten Zahnflächen eher ungewöhnlich, da sie meist versteckt in tiefen 
Fissuren und Grübchen, kariösen Läsionen oder auf der Zunge zu finden sind. Loesche 
und Straffon untersuchten bereits 1979 die Plaque aus okklusalen Fissuren von Molaren 
auch hinsichtlich des Vorkommens von Laktobazillen. Große Mengen Laktobazillen 
stellten sich im Verlauf der longitudinalen Studie als Vorboten einer Fissurenkaries dar 
(Loesche und Straffon 1979). Die Entnahme solcher Proben ist jedoch immer wieder 
mit Schwierigkeiten verbunden, da adäquate Hilfsmittel zur Plaqueuntersuchung in der 
Tiefe der Fissur fehlen oder ihre Anwendung nicht erprobt wurde. Daher wurde ein 
Pinsel, ein Holzspatel und ein Plastikspatel als Hilfsmittel in die In-vitro-Untersuchung 
der Laktobazillen miteinbezogen. 
Nach Verimpfung der Laktobazillen-Suspensionen mit einem Pinsel erwiesen sich in 
der vorliegenden Studie beide Kulturbestecke ebenso als gleichwertig. Dies traf auch für 
das Beimpfen beider Systeme mit dem Holzspatel zu (Kap. 5.1.2, Tab. 12). 
Die Impfmethoden selbst führten gleichfalls zu übereinstimmenden Ergebnissen 
(Kap. 5.1.2, Tab. 9 und 10). Nur in zwei von 63 Fällen wurde auf dem Dentocult®-LB-
Kulturträger mit dem Holzspatel eine höhere Keimzahlklasse erzeugt als mit dem 
Plastikspatel, die nur in einem Fall zu einer veränderten Risikoeinstufung führte 
(Kap. 5.1.2, Tab. 8). Mit dem Holzspatel wurde trotz seiner größeren Fläche im 
Vergleich zum Pinsel auf dem CRT® bacteria LB nur zweimal aus 63 Proben eine 
höhere Keimzahlklasse abgelesen (Kap. 5.1.2, Tab. 11). Analog zu den Mutans-
Streptokokken konnte weder dem Holzspatel noch dem Plastikspatel ein Vorteil 
gegenüber der Verimpfung mit einem Pinsel eingeräumt werden. Dies bestätigte sich für 
beide Kultursysteme (Kap. 5.1.2, Tab. 9-11).  
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Die Größe des Impfareals hat demnach keinen Einfluss auf die zugeordnete 
Keimzahlklasse. Auch kleinere Areale lassen eine sichere Zuordnung in die 
entsprechende Risikogruppe zu. Im direkten Vergleich konnte keiner Impfmethode der 
Vorzug gegeben werden. 
Die Zuordnung der mit den Standardverfahren ermittelten CFU pro ml 
Bakteriensuspension zu den semiquantitativ erzeugten Keimzahlklassen zeigte, dass die 
Keimzahlklassen LB 3 und LB 4 im Mittel einer CFU von ≥ 105-7 pro ml entsprachen. 
Die Keimzahlklassen LB 1 und LB 2 konnten einer CFU von 103 - 104 pro ml 
zugeordnet werden. 
Larmas (1975) schlug eine Vergleichstafel zum Ablesen der Laktobazillenbefunde auf 
dem Dentocult®-Kulturbesteck vor, um eine kontinuierliche und reproduzierbare 
Befundung zu garantieren. In Übereinstimmung mit Larmas (1975) entsprachen die 
Keimzahlen der hohen Keimzahlklassen in der vorliegenden In-vitro-Studie einer CFU 
von  ≥ 105 pro ml Bakteriensuspension.  
Eine signifikante Trennung der mit der Pinselmethode erreichten LB-Keimzahlen und 
der dazugehörigen Keimzahlklassen war im Vergleich zum Dentocult®-Kulturbesteck 
auch auf dem CRT® bacteria möglich. Die hier vorgenommene Skalierung der LB-
Keimzahlklassen bei Verimpfung mit einem Pinsel zeigte, dass die Kkl LB 3 und LB 4 
(hohes Kariesrisiko) selbst auf den kleineren Arealen des Pinselstriches einer CFU 
von  ≥ 105 entsprachen und gut ablesbar waren. 
 
6.3 Pilotstudie zur Pinseltechnik 
Die vorliegende Pilotstudie widmete sich der Frage, ob sich der neu auf dem Markt 
befindliche CRT bacteria und das bereits für Keimzahluntersuchungen des Speichels 
etablierte Dentocult-SM- und LB-Kultursystem zum zahnflächenspezifischen 
mikrobiologischen Monitoring eignen und bei Vorschulkindern und Schulanfängern 
frühzeitig zum Erkennen einer Kariesgefährdung der Sechs-Jahr-Molaren eingesetzt 
werden können.  
Die dazu in vitro mit Referenzstämmen durchgeführten Untersuchungen bestätigten 
zunächst die prinzipielle Eignung der Testsysteme.  
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Für die nachfolgende Pilotstudie konnten mit Einverständnis der Eltern 7 Kinder im 
Alter von 6 bis 7 Jahren gewonnen werden. Die Kinder hatten im Mittel 16 Milchzähne 
und 7 bleibende Zähne. Die permanenten Zähne der Kinder waren kariesfrei; an vier 
Molaren wurde jedoch schon eine Initialkaries registriert. Insgesamt konnten 26 erste 
Molaren in die vorliegende Untersuchung einbezogen werden.  
Das Vorkommen der Mutans-Streptokokken auf den Okklusalflächen der Molaren und 
im Speichel der Kinder als auch der Laktobazillen sollte erfasst werden. Laktobazillen, 
als Schleimhautparasiten und Standortflora des Speichels, wurden deshalb in die 
Untersuchung einbezogen, weil sie besonders in Fissuren eine Nische finden können. 
Laktobazillen bilden unter neutralen Bedingungen zwar gleich viel Milchsäure wie 
Mutans-Streptokokken, sind letzteren aber in ihrer Säuretoleranz überlegen (Bergholz 
2002, Baake 2003). Da tiefe Fissuren einer mangelnden Selbstreinigung unterliegen 
bzw. nur schwer gereinigt werden können (Nagano 1960, Lussi und Schaffner 2002, 
Lussi et al. 2003), spielt dort das mangelnde Adhärenzvermögen der Laktobazillen 
keine Rolle. Sie werden weder mit dem Speichel verschluckt noch aus der Fissur 
ausgespült und können Mutans-Streptokokken bei tiefen pH-Werten sogar überleben 
und mit ihrer weiteren Milchsäureproduktion den Zahnschmelz auflösen. Milchsäure, 
das gemeinsame Agens von Mutans-Streptokokken und Laktobazillen, ist immerhin die 
stärkste organische Säure. 
Mit der Pilotstudie konnte aufgezeigt werden, dass sich sowohl das Dentocult®- als auch 
das CRT®-bacteria-Kultursystem für den flächenspezifischen Nachweis - hier bei 
Okklusalflächen der ersten Molaren mit ihren Fissuren - von Mutans-Streptokokken und 
Laktobazillen auf kleinen Arealen eignet, wenn ein Pinsel zur Entnahme und zum 
Verimpfen der Plaque verwendet wird. Ein störender Einfluss der Begleitflora wurde 
nicht registriert. 
Die Notwendigkeit der mikrobiologischen Kontrolle der Okklusalflächen der Molaren 
empfahl schon Twetman (1998), um prophylaktische Maßnahmen, wie die Applikation 
von Chlorhexidin- und Fluoridlacken, gezielt auf diese Zahnflächen konzentrieren und 
deren Wirkung überprüfen zu können. Auch Petersson (1998) empfahl zur 
Kariesprävention die gezielte Applikation von Fluorid- und Chlorhexidinlacken auf die 
besonders gefährdeten Okklusalflächen der Molaren und Approximalflächen und deren 
Kontrolle. 
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Keene et al. (1981) hatten zur mikrobiologischen Kontrolle der Approximalflächen 
Plaque mittels Zahnseide entnommen. Die Zahnseide wurde unter den 
Approximalkontakt der zu untersuchenden Zähne platziert, an der mesialen und distalen 
Zahnfläche mehrmals gerieben und dann vorsichtig aus dem Zahnzwischenraum 
entfernt. Die Autoren kultivierten die Approximalplaque auf MSB-Agar und lasen die 
Befunde nach der optischen Dichte der Kolonien in sieben Keimzahlklassen ab; eine 
hohe Besiedlung der Approximalflächen mit S. mutans konnte nachgewiesen werden.  
Auch in der longitudinalen Erfurter Kariesrisikostudie wurde Approximalplaque mittels 
Dental floss entnommen. Eine Beziehung zwischen Mutans-Streptokokken in der 
Approximalplaque, im Speichel und den klinischen Befunden konnte aufgezeigt 
werden. Allerdings wurden nur 60 Probanden mikrobiologisch kontrolliert, da das 
konventionelle mikrobiologische Vorgehen sehr umfassend und damit sehr 
zeitaufwendig war (Heinrich-Weltzien et al. 1998b, Kneist et al. 1998d, Stößer et al. 
1998). Das hier vorgestellte Vorgehen ist bei Beschränkung auf den Nachweis von 
Mutans-Streptokokken und Laktobazillen weitaus zeit- und kostengünstiger und erlaubt 
damit die Untersuchung von Plaque und Speichel einer großen Anzahl von Probanden 
in einem kurzen Zeitraum.  
Obwohl heute die positive Beziehung zwischen Mutans-Streptokokken-Zahlen in 
Plaque und Speichel unumstritten ist und sich der im Vergleich zur Plaqueentnahme in 
situ leichter zugängliche Speichel zur mikrobiologischen Kontrolle besser eignet, legt 
Twetman (1998) nach wie vor besonderen Wert auf die Plaqueuntersuchung. Dies hält 
der Autor zur Effizienzbewertung von Präventionsprogrammen für erforderlich, weil 
besonders nach antibakteriellen Lackapplikationen die kariogenen Keimzahlen in der 
Plaque schon reduziert sein können, die Reduktion sich aber noch nicht im 
Speichelbefund widerspiegelt. Laurisch und Schneider (1998) halten eine Untersuchung 
des Gesamtspeichels allein beispielsweise auch nicht für aussagefähig, wenn nur noch 
wenige Zähne vorhanden oder die Zähne nur vereinzelt von viel Plaque bedeckt sind. 
Eine Kariesgefährdung einzelner Zahnflächen kann aus der Sicht letzterer Autoren 
leicht verkannt werden. Zuvor haben Macpherson et al. (1990) und Bratthall et al. 
(1995) bei zahnflächenspezifischen mikrobiologischen Untersuchungen Zahnflächen 
mit hoher und niedriger kariogener Keimbesiedlung nachgewiesen. Ein hohes 
Kariesrisiko von Zahnflächen stand dabei in Beziehung zu einer hohen mikrobiellen 
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Belastung. Die Autoren hielten die mikrobiologische Kontrolle einzelner Zahnflächen 
zur Erkennung einer Kariesgefährdung für wichtig. 
Die vorliegende Untersuchung sollte sich aus kariespräventiver Sicht ebenso der 
zahnflächenspezifischen mikrobiologischen Kontrolle widmen. Für die Pilotstudie 
wurden wiederum die Kultursysteme Dentocult und CRT bacteria eingesetzt. Bei 6 
der 7 Kinder wurden hohe Mutans-Streptokokken-Zahlen sowohl in den Fissuren als 
auch im Speichel nachgewiesen (Abb. 33, 34). Die Kinder hatten mehrheitlich eine gute 
bis mäßige Mundhygiene, was die hohen Keimzahlen erklären dürfte. So konnte 
Görbert 2003 mit dem Approximal-Plaque-Index (API) von Jugendlichen in 
kieferorthopädischer Behandlung zeigen, dass eine gute Mundhygiene bereits mit der 
hohen Keimzahlklasse von SM 2 einhergeht; hohe Keimzahlen eilen hohen 
Plaqueindizes mindestens vier Wochen voraus. Die Kinder der vorliegenden 
Untersuchung waren vor ihrer Teilnahme an der Studie in kein Präventionsregime 
eingebunden (Anhang Tab. 16 und 17). Sie hatten im Mittel einen kariösen und zwei 
gefüllte Milchzähne. Bei einem Kind (Pat.-Nr. 4, Abb. 34) wurden niedrige Keimzahlen 
an Mutans-Streptokokken in der Fissurenplaque und im Speichel nachgewiesen; die 
kariösen Zähne waren zuvor extrahiert worden. Bei einem weiteren Kind (Pat.-Nr. 3, 
Abb. 33) wurden bei einem sehr guten Mundhygienestatus hohe Keimzahlen 
nachgewiesen, allerdings wurde bereits eine Initialkaries am linken unteren ersten 
Molaren registriert. Bei diesem Kind dürfte die Zahngesundheit des bleibenden 
Gebisses gefährdet sein, wenn individualprophylaktische Maßnahmen ausbleiben. So 
konnten Stürcke (2001) und Sterba (2002) die Effizienz gruppenprophylaktischer 
Maßnahmen nur für primär gesunde oder sanierte Kinder aufzeigen (∆dmfs 0,2 in zwei 
Jahren). Primär gesunde und sanierte Kinder mit hohen Keimzahlen an Mutans-
Streptokokken entwickelten im Zeitraum von zwei Jahren im Mittel zwei neue kariöse 
Zahnflächen und bei unsanierten Kindern mit hohen Keimzahlen wurden acht neue 
kariöse Flächen registriert. Eine 80-prozentige Teilnahme der Kinder an den 
gruppenprophylaktischen Maßnahmen wurde dokumentiert (Stürcke 2001).  
Mehrheitlich lagen bei den hier untersuchten Kindern hohe Laktobazillenbefunde im 
Speichel vor (Abb. 33, 34). Auch hier stimmen die Befunde weitestgehend mit den 
Ergebnissen von Görbert (2003) überein. Der Papillen-Blutungs-Index (PBI) der von ihr 
untersuchten Jugendlichen war bereits ab einem Wert von 9 (gute Mundhygiene) mit 
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Laktobazillenbefunden von LB 2 und ab einem Wert von 14 (mäßige Mundhygiene) 
bereits mit der Keimzahlklasse LB 3 vergesellschaftet. Bis auf eine Ausnahme 
(Pat. Nr. 6) wurde dies auch in der vorliegenden Pilotstudie beobachtet. Lagen hohe 
Laktobazillenbefunde in der Fissurenplaque vor, so korrelierte dies bis auf eine 
Ausnahme (Pat.-Nr. 3) mit der d(t)- bzw. f(t)-Komponente. Die vorhandenen Füllungen 
waren provisorisch (rauhe Oberfläche) und überstehende Füllungsränder bildeten neue 
Retentionsstellen für orale Keime. Bei zwei Kindern (Pat.-Nr. 2, Pat.-Nr. 5) waren in 
den Fissuren aller vier Molaren hohe Laktobazillenzahlen nachweisbar. In den übrigen 
Fällen betraf dies nur einzelne Molaren. Eine hohe Laktobazillenbesiedlung stand in 
Beziehung zu tiefen Fissuren, häufigem Zuckerkonsum  und/ oder schlechter 
Mundhygiene (Anhang Tabelle 17 bis 20).  
Fissuren mit mangelnder Selbstreinigung besitzen gewöhnlich V-, U-, I- und IK-Formen 
mit einem Öffnungswinkel von weniger als 70°, die kariesanfällig sind, wenn sie 
mikrobiell besiedelt werden. Nach Nagano et al. (1960) sind die unterschiedlichen 
Fissurenformen epidemiologisch zwischen 7 % und 34 % verbreitet. Dem hohen 
Kariesrisiko tiefer Fissuren wurde durch die Einführung der Fissurenversiegelung als 
kassenzahnärztliche Leistung (IP5-Position) seit 1993 Rechnung getragen. Die 
Fissurenversiegelung hat nachweislich zur Senkung der Kariesprävalenz beigetragen 
(Irmisch 1992, Heinrich-Weltzien et al. 1998a). Allerdings arbeiten Zahnarztpraxen 
immer noch zu wenig präventionsorientiert: ca. 8 % der Zahnärzte in Deutschland 
betreiben Prophylaxe (Reichenbach 2003) und nach Kluckhuhn (2003) werden weniger 
als 5 % der Mittel im Gesundheitssystem für Prävention ausgegeben. Den Analysen der 
Kassenzahnärztlichen Bundesvereinigung (KZBV) zufolge betrugen die Kosten für 
Zahnersatz und zahnärztliche Behandlung im Jahr 2001 rund 12 Milliarden Euro 
(Weißig et al. 2003). Karies ist mit ihren Folgeerkrankungen damit immer noch die sehr 
kostspielige Einzelerkrankung in Deutschland. Ein hoher Informationsbedarf der 
Bevölkerung über die Ursachen der Karies besteht weiterhin. Die kürzlich von Borutta 
et al. (2002) publizierte Studie zur Mundgesundheit von 30 Monate alten Kleinkindern 
konnte dies zeigen. Die Mütter der Kinder hatten zwar mehrheitlich eine gute Schul- 
und Berufsausbildung erhalten, aber 45 % von ihnen bestätigten die Frage nach der 
„Vererbung guter oder schlechter Zähne“, 39 % wussten es nicht, und die übrigen 
verneinten eine Vererbung der Karies. Auch Logan et al. (1996) befragten Studenten, 
die das Wissen ihrer Mütter reflektieren sollten, ob ihnen die frühkindliche Karies ein 
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Begriff sei. 39 % der Studenten hatten von dem Krankheitsbild gehört, aber die 
Mehrzahl hielt die frühkindliche Karies für einen konstruierten Begriff. Im Kontrast 
dazu kannten 89 % der Studenten das Syndrom des plötzlichen Kindstodes. Da die 
Erfurter Mütter darüber hinaus durch Merte (2003) mittels Bacteriocin-Fingerprinting 
der Mutans-Streptokokken-Paare von Mutter und Kind auch als hauptsächliche Quelle 
der kariogenen Speichelkeime ihrer Kinder aufgezeigt werden konnten, bedürfen gerade 
Mütter im Zeitalter der Prävention eine verstärkte Aufklärung durch Zahnärzte, 
Hausärzte und Pädiater. Auch in der vorliegenden Studie wurde die mangelnde 
Aufklärung der Mütter durch ihre Antworten im Elternfragebogen deutlich (Anhang 
Tab. 16 und 17). Bereits Goepel et al. (1991) verwiesen in diesem Zusammenhang auf 
die Bedeutung der Mütter für die Weitergabe von Gesundheitswissen in der Familie. 
Immerhin ist, wie eingangs schon gesagt, die Karies so alt wie die Menschheit, aber 
selbst Zahnärzte lernen die Ursachen der Karies mit ihrem multifaktoriellen 
Ursachengefüge erst seit den letzten 50 Jahren an den Hochschulen bzw. Universitäten.  
Wird die frühzeitige Transmission der Mutans-Streptokokken verzögert, weil Mütter 
selbst nicht mehr die infektiöse Keimzahl von 106 beherbergen, so bleibt die Chance der 
Erhaltung der Gebissgesundheit der Kinder, wenn darüber hinaus Mütter nach den 
Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft für Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde die 
Zähne ihrer Kleinkinder reinigen und bis hin zum Schulalter der Kinder kontrollieren 
(Gülzow et al. 2002). Ein anfängliches Monitoring von Mutans-Streptokokken und 
Laktobazillen im Speichel der Kinder könnte dann in der Zahnarztpraxis zum Schutz 
der kariesgefährdeten Molaren flächenspezifisch durch die Untersuchung von Fissuren- 
bzw. Approximalplaque ergänzt werden. 
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7 Schlussfolgerungen 
Nach wie vor ist der mikrobiologische Nachweis von kariogenen Keimen im Speichel 
und in der Plaque ein wichtiges Instrument zur Einschätzung des individuellen 
Kariesrisikos. Semiquantitative Kultursysteme zum alleinigen Nachweis von Mutans-
Streptokokken und Laktobazillen - angeboten als Chair-side-Test für die zahnärztliche 
Praxis - erleichtern dabei den zeitlichen und finanziellen Aufwand erheblich. 
In der vorliegenden Studie konnte zunächst die prinzipielle Eignung der Kultursysteme 
Dentocult® SM und LB und CRT® bacteria bestätigt und ihr Einsatz weiterführend auch 
für eine zahnflächenbezogene mikrobiologische Untersuchung empfohlen werden. 
In vitro konnte mit Bakteriensuspensionen ausgewählter Referenzstämme gezeigt 
werden, dass die beiden Kultursysteme sowohl für den Nachweis von Mutans-
Streptokokken als auch für den Nachweis von Laktobazillen als gleichwertig zu 
betrachten sind. Die nur tendenziell höhere Keimausbeute der Mutans-Streptokokken 
auf Mitis-salivarius-Agar mit Bacitracin und 41 % Saccharose (MS41B; Nährmedium 
des CRT® bacteria) im Vergleich zum herkömmlichen Mitis-salivarius-Agar mit 
Bacitracin (MSB; Nährmedium des Dentocult® SM) führte dabei nicht zu höheren 
Keimzahlklassen und damit auch nicht zu anderen Risikoeinstufungen. Die 
Keimausbeute der Laktobazillen auf Rogosa-Agar der Firmen Difco und Mast stimmte 
auf beiden Kultursystemen nahezu überein.  
Durch die parallelen Ergebnisse konventioneller Labormethoden konnte eine 
quantitative Zuordnung der semiquantitativen Keimzahlklassen der Kultursysteme 
getroffen werden. Dabei konnten die Keimzahlklassen SM 0 und SM 1 mit einer 
mittleren CFU von 102-103 pro ml unterlegt werden. Die Keimzahlklassen SM 2 und 
SM 3 entsprachen im Mittel einer CFU von 105-106 pro ml. Eine signifikante Zunahme 
der Mutans-Streptokokken-Zahlen wurde mit jeder Keimzahlklasse - auch bei 
unterschiedlicher Verimpfung - deutlich. Die Keimzahlklassen der Laktobazillen ließen 
untereinander ebenfalls eine signifikante Trennung zu. Dabei entsprachen die 
Keimzahlklassen LB 1 und LB 2 einer mittleren CFU von 103-104 pro ml; die „Risiko“-
Keimzahlklassen LB 3 und LB 4 konnten einer CFU von ≥105-7 pro ml zugeordnet 
werden.  
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Kleinere Arealbeimpfungen, z.B. durch Verimpfen der Bakteriensuspension mit einem 
Pinsel, wirkten sich nicht auf die später abgelesenen Keimzahlklassen aus. Die hohe 
Übereinstimmung der angezüchteten Keimzahlen der jeweils drei Stämme von Mutans-
Streptokokken und Laktobazillen auf den kleinen Impfarealen bzw. auf der gesamten 
Agaroberfläche der beiden Kultursysteme unter Verwendung eines Pinsels, Holz- oder 
Plastikspatels sprach für die Gleichwertigkeit der Kultursysteme und Impfmethoden. 
In der nachfolgenden Pilotstudie wurde die Plaqueentnahme mit einem Pinsel aus den 
Fissuren unmittelbar durchgebrochener Sechs-Jahr-Molaren von Erstklässlern mit den 
gleichen Kultursystemen erprobt. Parallel dazu wurde der Speichel der Kinder 
untersucht. Beide Kultursysteme - Dentocult® SM und LB und CRT® bacteria - 
eigneten sich für den Nachweis von Mutans-Streptokokken und Laktobazillen von den 
Okklusalflächen der ersten Molaren. Die durch Verimpfen der Fissurenplaque mit 
einem Pinsel entstandenen kleinen Areale mit Bakterienwachstum ließen sich genauso 
gut ablesen wie die Gesamtoberfläche des Agars, wenn der Kulturträger zur 
Speicheluntersuchung genutzt wurde.  
Die bei den Kindern erhobenen mikrobiologischen Befunde standen in Beziehung zur 
Mundhygiene der Kinder und zu ihrem oralen Gesundheitsstatus. Sowohl hohe Mutans-
Streptokokken- als auch hohe Laktobazillenbefunde verdeutlichten die Karies-
gefährdung, der insbesondere die Okklusalflächen der ersten Molaren ausgesetzt sind. 
Die „Chair-side-Methode” erwies sich zusammenfassend als wenig zeitaufwendig und 
kostengünstiger im Vergleich zum konventionellen mikrobiologischen Vorgehen und 
kann für die Untersuchung von Plaque und Speichel einer großen Anzahl von Patienten, 
beispielsweise zum Monitoring präventiver Maßnahmen, empfohlen werden. 
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Tabellen 
Tab. 1: Kalibrierung zur Ablesung der Dentocult®-SM-Befunde (n = 75) 
______________________________________________________________________ 
 
Dentocult® SM  Untersucher K 
    0   1   2   3 
Untersucher R 
0   24   4 
 
1   10   11   1 
 
2       2   15   2 
 
3          1   5 
______________________________________________________________________ 
 
 
 
Tab. 2: Kalibrierung zur Ablesung der Dentocult®-LB-Befunde (n = 74) 
______________________________________________________________________ 
 
Dentocult® LB  Untersucher K 
    1   2   3   4 
Untersucher R 
1   22   1 
 
2    5   23   1 
 
3       2   11    
 
4          3   5 
______________________________________________________________________ 
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Tab. 3: Kalibrierung zur Ablesung der CRT® bacteria-SM-Befunde (n = 42) 
______________________________________________________________________ 
 
CRT® bacteria SM Untersucher K 
    0   1   2   3 
Untersucher R 
0   14   7 
 
1    5   9   1 
 
2          4   1 
 
3            1 
______________________________________________________________________ 
 
 
 
Tab. 4: Kalibrierung zur Ablesung der CRT® bacteria-LB-Befunde (n = 42) 
______________________________________________________________________ 
 
CRT® bacteria LB Untersucher K 
    1   2   3   4 
Untersucher R 
1   12    
 
2    8   10    
 
3       2    6    
 
4          1   3 
______________________________________________________________________ 
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Ethik-Antrag - Pilotstudie 
9  ANHANG  122 
 
 
9  ANHANG  123 
 
 
 
9  ANHANG  124 
 
 
 
9  ANHANG  125 
 
 
 
 
 
9  ANHANG  126 
 
 
 
9  ANHANG  127 
 
 
 
 
 
9  ANHANG  128 
 
Befundblatt - Pilotstudie 
 
spezieller Befund an :     
16: Okklusionsebene erreicht?__________________ vollständiger Durchbruch:_______ 
Fissuren verfärbt?____________________________ Fissuren entmineralisiert?_______ 
Sichtbare Plaque?_____________________________ 
 
26: Okklusionsebene erreicht?__________________ vollständiger Durchbruch:_______ 
Fissuren verfärbt?____________________________ Fissuren entmineralisiert?_______ 
Sichtbare Plaque?_____________________________ 
 
36: Okklusionsebene erreicht?__________________ vollständiger Durchbruch:_______ 
Fissuren verfärbt?____________________________ Fissuren entmineralisiert?_______ 
Sichtbare Plaque?_____________________________ 
 
46: Okklusionsebene erreicht?__________________ vollständiger Durchbruch:_______ 
Fissuren verfärbt?____________________________ Fissuren entmineralisiert?_______ 
Sichtbare Plaque?_____________________________ 
 
• Verzahnung (transversal) 
 links:____________________________________________________________ 
 rechts:___________________________________________________________ 
• Flaches Höckerfissurenrelief  ٱ                             steiles Höckerfissurenrelief  ٱ 
• Milchgebiss:   primär lückig ٱ                         primär lückenlos ٱ 
• Gingivitis: ja ٱ    nein ٱ  
• Speichel:  Menge: __________ 
                     Konsistenz:_______ 
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PBI nach Saxer und Mühlemann 1975 
 
 
 
16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 
 55 54 53 52 51 61 62 63 64 65  
           
           
 
 85 84 83 82 81 71 72 73 74 75  
46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 
 
 
Bebrütung der Kultursysteme: 
Beginn:   Datum: ____________/____________ Uhr 
Ende:      Datum:_____________/____________ Uhr 
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Plaque-Index nach Quigley und Hein 
 
 
 
 
16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 
 55 54 53 52 51 61 62 63 64 65  
            
            
 85 84 83 82 81 71 72 73 74 75  
46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 
 
 
PI (QH) = Summe der Bewertungsgrade: _____________ = __________ 
         Zahl der bewerteten Flächen:    
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Auswertung: 
 
 
 
1. gezielte Plaqueentnahme mit einem Pinsel 
 
 
 
Pinsel\Kkl 16a 16b 26a 26b 36a 36b 46a 46b
CRT - SM
CRT - LB
DentocultSM
DentocultLB  
 
         Untersucher a: Anke Richter 
         Untersucher b:  
 
 
 
 
2. herkömmliche Speicheluntersuchung 
 
 
 
Normal\Kkl Untersucher a Untersucher b
CRT - SM
CRT - LB
DentocultSM
DentocultLB  
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Patientenfragebogen - Pilotstudie 
 
Bitte beantworten Sie die folgenden Fragen über die Gesundheit Ihres Kindes möglichst 
genau und leserlich! Vielen Dank! 
Allgemeine Anamnese: 
Allgemeinerkrankungen: 
______________________________________________________________________
______________________________________________________________________
______________________________________________________________________
______________________________________________________________________ 
Allergien:______________________________________________________________ 
 
Kinderkrankheiten:_______________________________________________________
______________________________________________________________________
______________________________________________________________________ 
 
Erkrankungen in der 
Schwangerschaft:________________________________________________________
______________________________________________________________________ 
 
Fluorid in der Schwangerschaft:    ja        nein 
 
Stillzeit 
bis:___________________________________________________________________ 
 
Flaschenernährung 
bis:___________________________________________________________________ 
 
Bekam ihr Kind zwischendurch die Nuckelflasche (mit gesüßtem Tee oder Saft)? 
______________________________________________________________________ 
Wie oft und wie lange? 
______________________________________________________________________ 
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1. Wie oft  (täglich, ein- oder  zweimal pro Tag) und wie lange putzt Ihr Kind seine 
Zähne? 
________________________________________________________________ 
2. Womit putzt Ihr Kind (Angabe der Zahnbüstenart und des Herstellers)? 
________________________________________________________________ 
3. Wie oft wird die Zahnbürste erneuert? 
________________________________________________________________ 
4. Welche Zahnpasta wird benutzt (Kinderzahnpasta oder für Erwachsene)? 
________________________________________________________________ 
5. Wie oft und in welchen Mengen isst oder trinkt ihr Kind Süßes oder stark 
zuckerhaltige Speisen und Getränke (auch Senf, Ketchup etc)? 
Welche Art Süßes? 
________________________________________________________________ 
Wie oft und 
wieviel?__________________________________________________________ 
Putz ihr Kind danach die Zähne, oder benutzt es einen Zahnpflegekaugummi?  
________________________________________________________________ 
6. Benutzen Sie im Haushalt fluoridiertes Speisesalz? 
________________________________________________________________ 
7. Benutzt ihr Kind     Elmex Gelee / Fluid 
   andere Fluoridierungsmöglichkeiten 
_________________________________? 
wenn ja, wie oft?        
_________________________________ 
8. Bekam Ihr Kind  Fluoridtabletten? 
         nein             ja  .... seit___________; Dosierung:_____________;  
      Unterbrechung: ______________            
9. Wie regelmäßig ist ihr Kind beim Zahnarzt? 
________________________________________________________________ 
10. Wurden die Zähne vom Zahnarzt  fluoridiert ? 
      ________________________________________________________________ 
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11. Wann hat Ihr Kind das letzte Mal Antibiotika eingenommen ( z. B. Penicillin) 
________________________________________________________________ 
12.  Kontrollieren Sie nach dem Zähneputzen ihres Kindes, ob alles sauber ist? 
     nein 
     ja, immer 
  ja, manchmal 
Färben Sie die Zähne dazu an?           Ja                  Nein 
 
 
Vielen Dank für Ihre Geduld! Die Auswertung der Daten erfolgt anonym! Über 
die Ergebnisse werden Sie selbstverständlich genauestens informiert!  
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